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Resumen

Cucurbita ficifolia Bouché es una planta que se cultiva en México por sus frutos
comestibles, a los cuales se les ha atribuido potencial terapéutico en el control de
la diabetes. Un extracto acuoso de este fruto se ha reportado como
hipoglucemiante, antioxidante y antiinflamatorio in vivo. Este extracto contiene D-
quiroinositol (DQI) como el componente principal, pero ain no es clara su
participacion en los efectos bioldgicos mencionados. En el presente trabajo se
investigo el efecto del extracto acuoso (estandarizado con base en su contenido
de DQI) y del DQI sintético sobre parametros de estrés oxidativo e inflamacion,
dos anormalidades presentes en obesidad y diabetes tipo 2 (DT2), asi como en la
activacion de la proteina cinasa B (PKB), en adipocitos 3T3-L1. Los tratamientos
con el extracto de Cucurbita ficifolia y el DQI sintético, disminuyeron la relacion
GSH/GSSG y H,0,, y aumentaron la actividad de la glutation peroxidasa. Ademas,
DQI disminuyé la expresion del RNAm y la proteina de TNF-qa, IL-6 y resistina,
mientras Cucurbita ficifolia disminuyd resistina e incrementd IL-6. Y ambos
tratamientos no modificaron los niveles de adiponectina. Por otra parte, el DQI
activé PKB en ausencia de insulina como evidencia de su efecto insulinomimético,
contrario a lo observado con el extracto acuoso de Cucurbita ficifolia. Por lo tanto,
el efecto antioxidante y antiinflamatorio del extracto de Cucurbita ficifolia puede
deberse, en parte, a su contenido de DQI. Debido a que incremento la actividad de
la glutation peroxidasa, la cual participa en la regulacion del estado redox
(GSH/IGSSG) con disminucion del H,O,, evitando la activacion de la via

inflamatoria. Ambos tratamientos pueden reducir los dafios causados por el estrés
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oxidativo en obesidad y DT2. El efecto antiiinflamatorio del DQI, conjuntamente
con su efecto insulinomimético, podrian coadyuvar al tratamiento de estas dos

patologias.
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Abstract

Cucurbita ficifolia Bouché is a cultivated plant in Mexico due to its edible fruits,
which have been reputed with anti-diabetic properties. Previously, it was reported
that an aqueous extract of this fruit, containing D-chiro-inositol (DCI), has
hypoglycaemic, antioxidant and anti-inflammatory effects, as shown in in vivo
studies. Although DCI has been reported like the principal component of this
extract, it is yet unclear the participation of the DCI in these biological effects. In
this study, we investigated and compared the effects of the extract (characterised
by its DCI content) and the synthetic DCI on oxidative stress and inflammation.
These processes are altered in individuals with obesity, insulin resistance, and type
2 diabetes (T2D). Additionally, we evaluated the protein kinase B (PKB) activation
in 3T3-L1 adipocytes. Adipocytes treated with Cucurbita ficifolia extract and with
synthetic DCI reduced oxidative stress, as demonstrated by decreased H,0O,
levels, increased glutathione peroxidase activity and changes in the GSH/GSSG
ratio. Furthermore, DCI decreased the mRNA expression and secretion of TNF-a,
IL-6 and resistin, while Cucurbita ficifolia reduced protein levels of resistin and
increased IL-6 levels. But both treatments do not modify adiponectin levels. Only
DCI demonstrated insulin-mimetic action. The antioxidant and anti-inflammatory
effects of Cucurbita ficifolia extract can be explained in part by its DCI content,
which modulates the GSH/GSSG ratio and contributes to a reduced pro-
inflammatory state. Cucurbita ficifolia and DCI treatments may reduce the

disturbances caused by oxidative stress in obesity and T2D. The anti-inflammatory
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effect of DCI in conjunction with its insulin-mimetic effect may be a coadjutant in

treatment of these pathologies.
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1. Introduccion

La obesidad y el sobrepeso son dos problemas de salud publica creciente a nivel
mundial y nacional que demandan ser atendidos oportunamente. Se pueden
definir como wuna condicibn cronica de origen multifactorial prevenible,
caracterizada por acumulacion anormal o excesiva de grasa e hipertrofia del tejido
graso del organismo, que es nociva para la salud. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) propone que el indice de masa corporal (IMC) para diagnosticar
sobrepeso debe ser igual o superior a 25 Kg/m? y, en obesidad, igual o superior a

30 Kg/m? (OMS, 2013).

En México el incremento del sobrepeso y obesidad es alarmante; en la poblacion
infantil el incremento es mas preocupante ya que la prevalencia en nifios menores
de cinco afos ha registrado un ligero ascenso a lo largo del tiempo, de 1988 a
2012 de 7.8% a 9.7%, respectivamente. La prevalencia nacional combinada de
sobrepeso y obesidad en 2012 fue de 34.4% (19.8 y 14.6%, respectivamente); lo
gue representa en nifios en edad escolar alrededor de 5,664,870 nifios con
sobrepeso y obesidad. Ademas, 35% de los adolescentes presentan sobrepeso u
obesidad. En el ambito nacional esto representa alrededor de 6,325,131 individuos
entre 12 y 19 aflos de edad. En los adultos, la prevalencia combinada de
sobrepeso u obesidad es mayor en las mujeres (73%) que en los hombres (69.4%)

(Gutierrez et al., 2012).

En la obesidad el exceso de tejido adiposo promueve alteraciones del estado

redox celular y un estado pro-inflamatorio (Galinier et al., 2006; Fresno et al.,
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2011). Ambas alteraciones pueden propiciar el desarrollo de resistencia a la
insulina (Torres-Leal et al., 2010) debido a que favorecen cambios en la
fosforilacion de proteinas que intervienen en la transduccion de sefiales de
insulina, como es el caso del sustrato del receptor de insulina (IRS) (Fernandez-
Veledo et al., 2009; Gao et al., 2002) y de la proteina cinasa B (PKB) (Tirosh et al.,
1999). A su vez, la resistencia a la insulina es factor de riesgo para el desarrollo de
diabetes tipo 2 (DT2), sindrome metabdlico, enfermedades cardiovasculares e
hipertension, entre otras (Torres-Leal et al., 2010). Por lo tanto, el estado redox
celular y la inflamacién sistémica son factores importantes en la fisiopatologia de

la obesidad y la DT2.

1.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es resultado del incremento en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y/o decremento en la defensa antioxidante, que
conduce al dafio de biomoléculas, tales como proteinas, carbohidratos, lipidos y
acidos nucleicos (Trevisan at al., 2001; Brieger et al., 2012). Las ERO pueden ser
moléculas neutras, iones o radicales derivados del oxigeno, como son: el radical
superoxido (O2™-), el radical hidroxilo (*OH), los singuletes delta y sigma de

oxigeno (*0,) y el peréxido de hidrégeno (H.0-) (Brieger et al., 2012).

14



1.1.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

El O, se forma cuando el oxigeno capta un electrén (Nordberg y Arner, 2001).
Alrededor del 98% de oxigeno se metaboliza en las mitocondrias, donde se
transfieren electrones al oxigeno para producir moléculas de agua (H20). Si el
oxigeno no recibe adecuadamente los electrones, el resultado es la produccion del
O,™-. Se han identificado en la cadena de transporte de electrones en dos sitios, el
complejo | y ubisemiquinona, donde los electrones pueden transferirse a
moléculas de oxigeno llevando a la formacién de O, (McCord, 2008). Ademas de
la mitocondria, el reticulo endoplasmico y la membrana nuclear también pueden
generar O,-. Algunas oxidasas como la oxidasa de xantina, NADPH oxidasa y
algunas enzimas como la lipoxigenasa y ciclooxigenasa producen O,™-. Por otra
parte, el O,- puede reaccionar con otras moléculas, como el éxido nitrico,
generando peroxinitrito (ONOQO"), compuesto méas oxidante que el 6xido nitrico

(Nordberg y Arner, 2001).

El H,O, no es un radical libre; sin embargo, tiene gran importancia por su
habilidad de penetrar a las membranas biolégicas. La mayor parte del H,0;
proviene de la dismutacién del O,y participa como intermediario en la produccién
de otras ERO, incluyendo el &cido hipocloroso (HOCI) por accion de la
mieloperoxidasas y formacion del radical *OH (Hansberg, 2002; Nordberg y Arner,
2001). Asi, cuando el H,O, acepta un electrén desapareado; ya sea de un metal
de transicion como Fe?" o Cu*, se fragmenta y forma el radical *OH vy el i6n

hidroxilo HO™ (reaccién de Fenton). Este Gltimo es inocuo y se protona para formar
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H,O (Figura 1); en cambio, el *OH es uno de los radicales mas reactivos que

existen (Hansberg, 2002).

HOCI 0,
Hzoz
ONOO"
2e D?'..— ‘?{’ Cl; Fel~ Fe3- —H
€ \J €
- R D
20, = 20,7 H,O, OH = H.O

Figura 1. Formacion de especies reactivas de oxigeno. El anidn superodxido (O,e-) es una molécula
muy inestable; por la accidn de la superdxido dismutasa (SOD) es transformado en perdxido de
hidrégeno (H,0,); esta molécula por reaccion de Fenton puede producir el radical hidroxilo (¢OH).
En caso de que el O,e- reaccione con el éxido nitrico (NO) se forma el peroxinitrito (ONOO-). El
singulete de oxigeno ('0,) se forma en la reaccién del 4cido hipocloroso (HOCI) con el H,0,
(Brieger et al., 2012).

1.1.2 Antioxidantes enzimaticos.

Los sistemas antioxidantes se dividen en dos principales grupos: enziméaticos
(superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX), glutation reductasa
(GR) y catalasa) y no enzimaticos (glutation, vitaminas C y E, carotenos y

flavonoides) (Flora, 2009).

La SOD es la enzima que dismuta al anién O,-, formando H,O, y oxigeno
(McCrod, 2008). Existen diferentes isoformas de SOD en las células eucariotas; en

mitocondria se encuentra la SOD dependiente de manganeso (Mn-SOD) y en
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citosol la dependiente de cobre/zinc (Cu/Zn-SOD). En mitocondria el O,- es
producido en altas concentraciones por la cadena respiratoria, por lo cual la
presencia de Mn-SOD es esencial (Nordberg y Arner, 2001).

La catalasa es una enzima localizada principalmente en los peroxisomas de los
mamiferos, donde la catalasa dismuta al H,O, formando H,O y O,. La catalasa
ademas tienen la funcion de metabolizar diferentes substratos, como fenoles y

alcoholes, por la via acoplada a la reduccion del H,O, (Nordberg y Arner, 2001).

La enzima GPX se presenta en cuatro isoformas en los mamiferos, todas con una
seleno-cisteina. Esta enzima cataliza la reduccion del H,O, o lipoperoxido (L-
OOH), utilizando como substrato al glutation reducido (GSH) (Nordberg y Arner,
2001), que a su vez es transformado a su forma oxidada (GSSG). Una vez que la
GPX oxida al GSH, la enzima GR reduce al GSSG a través de NADPH+H" (Figura

2) (Lu, 2009; Kobayashi et al., 2009).

NADPH+ H* GSSG H.O
GR GPX
NADP* GSH H>0>

Figura 2. Via redox del glutation. La enzima glutatién peroxidasa (GPX) y la glutatidn reductasa
(GR) inactivan al H,0,y lipoperdxidos, a través del GSH.
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1.1.3 Antioxidantes no enzimaticos

La forma reducida del glutation (GSH) es el antioxidante intracelular mas
abundante (Nordberg y Arner, 2001). En células eucariontes el 90% del GSH se
encuentra en el citosol, el 10% en mitocondria y en menor porcentaje en reticulo
endoplasmico. ElI GSH tiene diferentes funciones, que incluyen: 1)
desintoxificacién de electrofilos, 2) reacciona con radicales libres, 3) mantiene
los grupos tiol de las proteinas, 4) es reservorio de cisteina, 5) modula diversos
procesos celulares (sintesis de DNA y funciones inmunes) (Lu, 2009). En la
funcién antioxidante del GSH intervienen dos enzimas para mantener el equilibrio
redox. El GSH a través de la GPX reduce los perdxidos y como resultado de esto
el GSH se oxida a GSSG, que es nuevamente reducido a GSH por la GR, a
expensas del NADPH+H", manteniendo la concentracién del GSH (Nordberg y
Arner, 2001; Kobayashi et al., 2009). Por lo anterior, el cociente GSH/GSSG
frecuentemente es considerado como un indicador del estado redox celular, asi
como un paradmetro que mide la capacidad antioxidante de diferentes agentes

(Griftith, 1999).

La vitamina C o acido ascorbico, se considera un agente reductor; reacciona con
radicales libre por medio de procesos de éxido-reduccion. Una funcion importante
de esta vitamina es regular el estado redox en la mitocondria y el reticulo

endoplasmico (Mandl et al., 2009). El acido ascorbico, al reducirse, se transforma
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en su forma oxidada, el L-dehidroascorbato, el cual se puede reducir a L-

ascorbato por medio del GSH (Flora, 2009; Mandl et al., 2009).

Por otra parte, los compuestos fendlicos, metabolitos comunes de las plantas
(mas de 8,000), se caracterizan por tener por lo menos un anillo aromético con
uno o mas grupos hidroxilo (Cartea et al., 2010). Se pueden clasificar en funcién
del numero y la disposicion de sus atomos de carbono como flavonoides y no
flavonoides (Cartea et al., 2010; Jurikova et al., 2011). Estos compuestos tienen
funcion antioxidante al reaccionar con los radicales libres (Flora, 2009). La
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se relaciona con su estructura
quimica, que les confiere propiedades redox debido al nimero y posicion de los
grupos hidroxilo en la molécula; un aumento en el numero de grupos hidroxilo

conduce a una mayor actividad antioxidante (Cartea et al., 2010).

La nicotinamida es la forma amida de la vitamina B3, es precursor de la coenzima
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD+). La NAD+, junto con su forma reducida
(NADH), estan implicadas en reacciones de Oxido-reduccién, su funcién principal
es la produccién de energia en la célula. Ademas, la nicotinamida es esencial para
la formacién denicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP™). El NADP™ y su
forma reducida (NADPH") intervienen en diferentes funciones celulares y en la
proteccion antioxidante para la disminucion de las ERO (Maiese et al., 2009;

Sauve, 2008).
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1.1.4 Implicaciones del estrés oxidativo en la obesidad

En la obesidad, tanto los niveles elevados de lipidos como la hiperglucemia estan
relacionados con la disfuncién de la mitocondria y generacion de ERO (Park et al.,
2006). Los acidos grasos libres pueden participar en la produccion de ERO a
través de la activacion de NADPH oxidasa y xantina oxidasa. También se ha
reportado que los niveles altos de acidos grasos cronicamente conducen a la
disfuncién de la mitocondria, con un incremento de ERO y la acumulacion de
acidos grasos al interior de la mitocondria (Martins et al., 2012). Mientras que la
hiperglucemia cronica permite un incremento de la glucélisis y del ciclo de los
acidos tricarboxilicos, efecto que provoca incremento en el flujo de electrones por
los donadores de electrones (NADH y FADH;) en la mitocondria;
consecuentemente se incrementa la relacion ATP/ADP con hiperpolarizacion de la
membrana, que inhibe el transporte de electrones en el complejo Ill, conduciendo
a la formaciéon de O,- (Rolo y Palmeira, 2006; Naudi et al.,, 2012). Ademas,
durante la hiperglucemia se activa la via de los polioles. En ella, la glucosa es
transformada en sorbitol por accion de la aldosa reductasa, que requiere como
coenzima a la NADPH, lo cual disminuye la disponibilidad de esta molécula con
repercusion en la actividad de las enzimas antioxidantes, como la GR (Naudi et al.,

2012).

Por lo tanto, una de las principales manifestaciones clinicas en la obesidad es el
estrés oxidativo. Ademas, el IMC esta asociado directamente con los niveles de

sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS), considerado un marcador de
20



dafio a lipidos por estrés oxidativo y esta inversamente relacionado con la
expresion de la GPX (Trevisan et al., 2001). Se ha reportado que durante la
hipertrofia del tejido adiposo se incrementa la expresion del RNAm de las
subunidades de la NADPH oxidasa, decreciendo el RNAm y la actividad de las
enzimas antioxidantes, como GPX, superoxido dismutasa (Cu/Zn) y catalasa. El
tejido adiposo de ratones ob/ob y células de adipocitos 3T3-L1 incubados con
H.O, incrementan los niveles de GSH debido a la baja actividad de la GPX,
afectando el balance GSH/GSSG. Todas estas alteraciones modifican el estado

redox de la célula (Galinier et al., 2006; Kobayashi et al., 2009).

En la obesidad el estrés oxidativo se asocia con la generacion de inflamacion,
resistencia a la insulina y dafio cardiovascular. Las ERO pueden regular la
activacion de cinasas sensibles al estrés oxidativo, como IKK-B, que a su vez
activa al factor de transcripcion NF-xB (Evans et al., 2005) promoviendo la
expresion de varias citocinas proinflamatorias en células del sistema inmune, asi
como en los adipocitos, lo cual produce un estado infamatorio crénico durante la
obesidad (Esposito et al., 2002; Lin et al., 2005). Ademas, el H,O, producido por
los adipocitos causa disminucién en la fosforilacion de IRS-1 e IRS-2 (Evans et
al., 2005). Se ha propuesto que el H,O, produce un cambio en la localizacién de
IRS-1 y PI3K en el citosol, evitando la activacion de PKB (Tirosh et al., 1999). Por
otra parte, la administracion de a-tocoferol, vitamina B y C (antioxidantes) a

sujetos obesos reduce la inflamacion sistémica determinada por los niveles del
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factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la proteina cinasa C (PKC) (Gariballa et

al., 2013).

El estrés oxidativo es un factor importante para activar la via de sefializacion
inflamatoria y, en consecuencia, inducir resistencia a la insulina. En adipocitos
3T3-L1 incubados en presencia de una alta concentracién de glucosa (25 mM) se
propicia el incremento sobre el estrés oxidativo asociado con incremento en los
niveles de resistina (citocina inflamatorias), comparado con las células incubadas
con glucosa 5 mM, las cuales presentaron ademas disminucion en la
incorporacion de glucosa (Lee et al., 2008). Por lo tanto, en el adipocito el estrés
oxidativo es un factor importante para activar la secrecion de las citocinas
inflamatorias y estas adipocinas consecutivamente pueden contribuir al desarrollo

de resistencia a la insulinay DT2.

1.2 Adipocinas en laresistencia a la insulina

El tejido adiposo tiene funciones importantes en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, ademas de que secreta diferentes factores con efectos endocrinos,
paracrinos y autocrinos (Torres-Leal et al., 2010). En un individuo obeso el tejido
adiposo blanco puede representar cerca del 50% del total de la masa corporal
(IMC = 30 Kg/m?). El exceso de tejido adiposo blanco genera una respuesta
inflamatoria crénica de bajo grado, debido a que este tejido incrementa la
secrecion de moléculas inflamatorias, como leptina, TNF-a, interleucina (IL) 6 y

resistina, con una disminucion en la secrecion de adiponectina, citocina con accion
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antiinflamatoria (Fresno et al., 2011). Estas adipocinas en la obesidad pueden

desencadenar defectos en la transduccion de sefiales de la insulina.

Una de las funciones principales de la insulina es mantener la homeostasis de la
glucosa. La hormona, al unirse a su receptor, activa dos principales vias de
transduccion: la via fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas
activadas por mitégenos (MAP cinasas). En la via del PI3K, cuando el receptor de
insulina es activado, interacciona con IRS-1. Esta proteina regula la activacion de
PI3K a través de los dominios SHy; esta cinasa, localizada cerca de la membrana
plasmética, tiene acceso a los sustratos fosfatidilinositol 4-fosfato (Pl4-P) vy
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (P14,5-P2), los cuales son fosforilados en la posicion
3 del inositol, generando los productos PI3,4-bisfosfato (PIP2) y P13,4,5- trisfosfato
(PIP3). El PIP3 sirve como sitio de unién para cinasas como PDK1 (cinasa

dependiente de fosfoinositidos-1) y PKB.

La PKB es una cinasa serina/treonina que regula varios de los efectos metabdlicos
de la insulina a través de la fosforilacion de una lista creciente de sustratos que
propagan la respuesta de la insulina, incluyendo translocacién del transportador de
glucosa (GLUT 4) a la membrana para la incorporacion de glucosa, asi como la
regulacion de diferentes enzimas: la glucégeno sintasa (GS), la glucégeno sintasa
cinasa 3 (GSK3), la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) y la fosfofructocinasa
2 (PFK2), entre otras (Olivares y Arellano, 2008; Choi y Kim, 2010). Asi, en la
resistencia a la insulina disminuye la captacion de la glucosa y la glucogénesis,

aumentando la gluconeogénesis y la glucogenolisis, efectos que conducen a la
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hiperglucemia (Van Cromphaut, 2009). En la obesidad, la inflamacion sistémica de
bajo grado es factor desencadenante de resistencia a la insulina, ya que ciertas

citocinas alteran componentes de la via de sefializacion de la insulina.

1.2.1 TNF-a

El TNF-a fue la primera citocina que se relaciono con la resistencia a la insulina en
la obesidad. En pacientes obesos las concentraciones séricas de TNF-a son
elevadas (Torres-Leal et al., 2010) y en tejido adiposo de animales obesos (ratas
fa/fa y ratones ob/ob) la expresibn del RNAm de TNF-a se encuentra elevada
(Hotamisligil et al., 1993). EI TNF-a presenta propiedades antagonicas a la
insulina, ya que anticipa la fosforilacion de IRS-1 en residuos de serina o treonina,
disminuyendo la fosforilaciébn de los residuos de tirosina (Coppack, 2001). Esta
citocina induce la fosforilacion de IRS mediado por la PKC y la proteina cinasa
IKK-B reguladora del NF-xB. In vivo, el aumento de la actividad de IKK- produce
la fosforilacion de IRS en el residuo de serina-307, mientras que dos isoformas de
PKC, (PKC® y PKCB) pueden producir la fosforilacion de serina/treonina,
causando resistencia a la insulina (Evans, 2007; Steinberg, 2007). En tejido
adiposo, TNF-a reduce la expresion y actividad de PPAR-y, lipoprotein lipasa y
GLUT4 disminuyendo la captacion de glucosa y el almacenamiento de lipidos
(Torres-Leal et al., 2010). El bloqueo en la sefializacién intracelular de insulina
inducido por el TNF-a se traduce en inhibicion de las enzimas involucradas en la

captacion de acidos grasos, en la captacion de glucosa y en la sintesis de
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triglicéridos, causando hiperglucemia e incremento en la concentracion de &cidos

grasos libres en sangre (Mendivil y Sierra, 2005).

1.2.21L-6

La IL-6 es una citocina pleiotrépica con accion proinflamatoria y antiinflamatoria.
En el tejido adiposo de humanos y de animales obesos la expresion del RNAm de
IL-6 se encuentra elevada. Esta citocina causa resistencia a la insulina por
defectos en la fosforilacion de IRS-1 asociado con la actividad de PI3K (Tataranni
y Ortega, 2005). Estudios in vitro e in vivo sugieren que al unirse IL-6 a sus dos
tipos de receptores, gpl30 e IL-6Ra (Kristiansen y Mandrup-Poulsen, 2005) se
produce la activacion del factor de transcripcién llamado traductor de sefales y
activador de transcripcion-3 (STAT-3), que provoca la expresion de la proteina
supresora de la sefializacibn por citocinas (SOCS-3), factor que inhibe la
autofosforilacion del receptor de insulina y la fosforilacion de IRS-1 e IRS-2;
ademas regula negativamente la transcripcion de IRS-1 (Emanuelli et al., 2000;
Senn et al., 2003; Tores-Leal et al., 2010). Por lo tanto, en adipocitos los niveles
elevados de IL-6 disminuyen la captacién de glucosa (Torres-Leal et al., 2010;
Fresno et al., 2011). Alterno a esto, se ha demostrado que IL-6 es una adipocina
con efecto lipoliticos, por lo cual la deficiencia de IL-6 en ratones conduce al
desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina. Estas alteraciones pueden ser
reversibles por la administracién de IL-6. Se ha sugerido por estudios in vitro que
los efectos de IL-6 sobre el metabolismo de los lipidos es a través de la activacion
AMPK (Wolsk et al., 2010).
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1.2.3 Resistina

En modelos animales obesos con resistencia a la insulina se encuentran niveles
elevados de resistina en tejido adiposo y suero (Haluzik et al., 2006; Fu et al.,
2006). La resistina es un citocina involucrada en la adipogénesis y en adipocitos
3T3-L1 la sobreexpresion de esta citocina disminuye el RNAm de PPAR-y y de
C/EBPaq, factores de transcripcion que regulan la diferenciacién celular, lo cual
también contribuye a defectos en la captacion de glucosa (Fu et al. 2006). Los
efectos antagénicos de la resistina con respecto a la insulina son: reduccién del
transporte de glucosa dependiente de insulina, aumento en la produccion hepatica
de glucosa y aumento de la glucemia en ayunas (Schinner et al., 2005). En células
hepaticas de la linea HepG2 la resistina induce resistencia a la insulina a través de
la expresion de SOCS-3, con reduccion en la fosforilacion de la PKB, asi como al
incrementar la expresion de enzimas gluconeogénicas (Luo et al., 2009).
Recientemente se ha propuesto que el mecanismo por el cual la resistina genera
resistencia a la insulina es a través de la activaciéon directa de los receptores tipo
Toll; la unién de resistina a este receptor involucra la activacién de moléculas
inflamatorias (TNF-a e IL-6), las cuales tienen implicaciones en la resistencia a la

insulina (Tarkowski et al., 2010).

1.2.4 Adiponectina
La adiponectina es una citocina antiinflamatoria sintetizada especificamente por el
adipocito. En modelos animales con obesidad se presentan niveles bajos de

adiponectina; en humanos se correlaciona negativamente con adiposidad,
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resistencia a la insulina, DT2 y sindrome metabdlico. Esta adipocina mejora la
sensibilidad a la insulina, reduce la produccion hepatica de glucosa y estimula la B-
oxidacion de acidos grasos en higado (Schinner et al., 2005; Bastard et al., 2006).
Se propone que el mecanismo molecular de adiponectina para la regulacion del
metabolismo de glucosa y para disminuir la resistencia a la insulina esta dado por
la activacion de AMPK y se ha observado que con el bloqueo de AMPK se inhiben
estos efectos. La adiponectina, al favorecer el incremento de la oxidacién de los
acidos grasos, disminuye el contenido de triglicéridos en higado y musculo

esquelético incrementando la sensibilidad a la insulina (Kadowaki et al., 2006).

Debido a las implicaciones que tiene el estrés oxidativo y la inflamacién en la
obesidad (Figura 3) es importante el estudio de nuevos tratamientos para disminuir
o prevenir ambas alteraciones, con el proposito de evitar el desarrollo de
resistencia a la insulina, hipertension, enfermedades cardiovasculares, sindrome
metabdlico y DT2. Las plantas podrian ser una alternativa interesante para la
busqueda de compuestos que presenten efecto antioxidante y/o antiinflamatorio,
debido a la gran cantidad de compuestos que contienen (alcaloides, carbohidratos,

terpenos, flavonoides, etc.) (Adrade-Cetto y Heinrich, 2005).
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Figura 3. Implicaciones del estrés oxidativo e inflamacidn en resistencia a la insulina en
adipocito. El incremento de las ERO con la diminucién de los antioxidantes intracelulares puede
afectar la sefalizacion de la insulina, afectando las cinasas involucradas en la sefializacion de la
insulina. Aunque también el estrés oxidativo es capaz de activar al factor de transcripcion NF-kB,
gue promueve la expresion de citocinas inflamatorias y el desarrollo de resistencia a la insulina por
diferentes mecanismos.

2. Cucurbita ficifolia y D-quiroinositol (DQI)

La planta de Cucurbita ficifolia Bouché (Cucurbitaceae) se utiliza en la medicina
tradicional mexicana para el control de la DT2 (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). El
fruto de Cucurbita ficifolia ha mostrado efecto hipoglucémico en diferentes
condiciones experimentales (Roman et al., 1992; Alarcon et al., 2002; Acosta et
al., 2001) y recientemente se demostré que disminuye el estrés oxidativo (Roman-
Ramos et al., 2012; Diaz-Flores et al., 2012) y la inflamacion (Fortis-Barrera, 2009)

en modelos in vivo.
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El efecto hipoglucemiante del fruto de Cucurbita ficifolia se ha demostrado en
animales con diabetes experimental (Roman et al., 1992; Alarcon et al., 2002) y en
pacientes con DT2 (Acosta et al., 2001). El efecto hipoglucémico se ha asociado a
su contenido de DQI, molécula que mostré efecto hipoglucémico en ratas tratadas
con estreptozotocina, al incrementar los niveles de glucdgeno hepatico, la
hemoglobina total y los niveles de insulina (Xia y Wang, 2006). Sin embargo
todavia faltan por explorar otros efectos que pueda tener la molécula de DQI, asi
como sus efectos en el extracto de Cucurbita ficifolia, ademas del efecto

hipoglucémico.

Por otra parte, también se observé que el extracto de Cucurbita ficifolia presenta
efecto antioxidante en ratones con diabetes experimental debido al incremento de
GSH y a la diminucion de TBARS en diferente tejidos (higado, corazon, rifién y
pancreas) y en plasma (Roman-Ramos et al., 2012; Diaz-Flores et al., 2012).
Estos resultados sugieren que su efecto antioxidante puede ser debido a
componentes presentes en el extracto, tales como vitaminas, carotenoides o
flavonoides (Diaz-Flores et al., 2012). También se ha determinado que el extracto
de Cucurbita ficifolia tiene un efecto antiinflamatorio en ratones obesos. Ademas,
en estos animales a partir de una curva de tolerancia a la insulina se observo que
disminuye la resistencia a la insulina (Fortis-Barrera, 2009). Por lo cual, la
disminucién de la inflamacion podria estar asociada con la disminucion en la

resistencia a la insulina.
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Aunque se conoce que Cucurbita ficifolia es capaz de disminuir la hiperglucemia,
la inflamacién, el estrés oxidativo y la resistencia a la insulina in vivo, ain no se
conocen las moléculas responsables y los mecanismos implicados en dichos
efectos. El DQI es la molécula que se propone como responsable del efecto
hipoglucemiante, sin embargo todavia faltan por explorar otros efectos que pueda

tener esta molécula en el extracto de Cucurbita ficifolia.

El DQI es una molécula que pertenece a la familia de los inositoles. Existen nueve
estereoisémeros de los inositoles, incluyendo: myo-, cis-, allo-, epi-, muco-, neo-,
scyllo- y los isdbmeros 6pticos L y D-quiroinositol. Son un grupo quimicamente
variable con propiedades polares y versatiles (Larner, 2002; Michell, 2008). Los
inositoles (Figura 4) son compuestos que se han utilizado para el tratamiento de
obesidad y DT2 (Larner 2002; Kawa et al., 2003). Ademas, se ha demostrado que
el DQI decrece los niveles de ERO en células endoteliales en condiciones de
hiperglucemia (Nascimento et al., 2006) y parece tener un efecto antiinflamatorio
al prevenir el dafio neuronal en ratas tratadas con estreptozotocina (Farias et al.,
2011); mientras la forma monometilada de DQI (el pinitol) presenta actividad
antiinflamatoria, debido a que inhibe la activacién de NF-xB con la supresion de la
respuesta inflamatoria (Sethi et al.,, 2008). Ademas, el DQI forma parte de la
estructura de los inositol fosfoglicanos, importantes mediadores de la accion de la
insulina (Kawa et al., 2003) participando en la activacion de las enzimas glucogeno
sintasa y piruvato deshidrogenasa (Larner et al., 2010). Por lo tanto, el déficit de

DQI en ratones obesos db/bd (Kawa et al., 2003), en monos Rhesus y en personas
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con DT2, conduce al desarrollo de resistencia a insulina (Larner, 2002; Larner et

al., 2010).

Por lo tanto, estas evidencias acerca de la actividad del DQI sobre el estrés

oxidativo, inflamacién y resistencia a la insulina, abren nuevas expectativas para el

estudio del extracto de Cucurbita ficifolia y el DQI, y su utilidad en el control de la

obesidad y la diabetes.
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Figura 4. Inositoles. Los inositoles son derivados del ciclohexano (C¢Hy,0¢6). Existen nueve
inositoles isométricos, segin el orden de los grupos de hidrégeno e hidroxilos en torno a los

atomos de carbono del anillo (Michell, 2008).
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3. Justificacion

La obesidad es un factor asociado con el desarrollo de la DT2, debido a que se
genera una disfuncion en los adipocitos, ocasionando alteraciones en el estado
redox y en el perfil inflamatorio, mecanismos que participan en el desarrollo de
resistencia a la insulina. Dichas alteraciones se encuentran presentes en
adipocitos 3T3-L1 incubados con glucosa 25 mM, en comparacion con la
incubacion de glucosa 5 mM, por lo cual se determind investigar el efecto del
extracto de Cucurbita ficifolia en adipocitos incubados con ambas concentraciones
de glucosa. Considerando que el estrés oxidante es uno de los mecanismos clave
en la fisiopatologia de la obesidad, es interesante evaluar el potencial antioxidante
del extracto de Cucurbita ficifolia, por lo cual se propuso identificar y cuantificar las
moléculas potencialmente antioxidantes que se encuentran en el extracto de
Cucurbita ficifolia. Entre estos compuestos se cuantifico al DQI, el cual se ha
sugerido como responsable de la accién hipoglucemiante de Cucurbita ficifolia,
con la finalidad de demostrar si también es el responsable del efecto antioxidante,
antiinflamatorio y sobre la resistencia a la insulina, a través de la activacion de
PKB (proteina que participa de manera importante en la sefializaciéon de la
insulina). Esta investigacion aportara informacion adicional para explicar los
efectos observados con el extracto acuoso de Cucurbita ficifolia y con algunos de
sus componentes, fundamentando las bases para futuras investigaciones clinicas
gue permitan el desarrollo de nuevos fitofarmacos o medicamentos para el control

de enfermedades metabdlicas cronicas.
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4. Hipotesis

Si el DQI es el compuesto responsable de los efectos antioxidante vy
antiinflamatorio detectados in vivo con el extracto acuoso hipoglucemiante de
Cucurbita ficifolia, entonces tanto el DQI sintético como el extracto acuoso
mostraran estos mismos efectos in vitro y en consecuencia activaran a PKB en

adipocitos 3T3-L1.

5. Objetivo general

Evaluar y comparar el efecto del extracto acuoso de Cucurbita ficifolia
(estandarizado con base en su contenido de DQI) y el DQI sintético para conocer
si modulan el estado redox, la inflamacién y la activacion de PKB en adipocitos

3T3-L1 en presencia de dos concentraciones de glucosa (5 mM y 25 mM).

5.1 Objetivos particulares

» ldentificar y cuantificar la presencia de DQI y otros compuestos con
caracteristicas antioxidantes: rutina, quercetina, catequina, acido cumarico,
acido galico, acido ascorbico y nicotinamida en el extracto acuoso de

Cucurbita ficifolia.

» Determinar la influencia del extracto de Cucurbita ficifolia y del DQI sintético

sobre el estado redox celular mediante la cuantificaciéon de la relacion
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GSH/GSSG, la concentracion intracelular del H,O, y la actividad especifica

de las enzimas antioxidantes GPX y GR en adipocitos 3T3-L1.

Determinar la influencia del extracto de Cucurbita ficifolia y del DQI sintético
sobre la expresion del RNAm de las adipocinas: IL-6, TNF-q, resistina y
adiponectina, asi como su concentracion en el medio de incubacion en

adipocitos 3T3-L1.

Analizar la activacién de PKB en adipocitos 3T3-L1 tratados con el extracto

de Cucurbita ficifolia y el DQI sintético.
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6. Material y métodos

6.1 Preparacion del extracto acuoso de Cucurbita ficifolia

El fruto de Cucurbita ficifolia fue colectado en Acolman, Estado de México
(Herbario IMSS-M, Num. de registro 11,119). Para la preparacion del extracto, el
fruto se dejo sin cascara, libre de bagazo y semillas; fue cortado en rebanadas
delgadas y se dejo en aireacidon constante para su deshidratacion. EI material seco
fue triturado en un molino eléctrico (Wiley) usando una rejilla de 1 mm de
diametro. Este material (400 g) fue sometido a maceracién con agua (4 L) durante
72 h dentro de una campana de flujo laminar; cada 24 h se recuperé la fase
acuosa, la cual fue liofilizada. El producto fue disuelto en medio de cultivo y filtrado

(filtro de 0.22 um) para aplicar los tratamientos a las células.

6.2 Cuantificacion de DQI e identificacion de compuestos antioxidantes en el

extracto acuoso del fruto de Cucurbita ficifolia

El extracto acuoso de Cucurbita ficifolia se analiz6 por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). Para la identificacion del DQI se usé un moédulo de
separaciéon Waters 2695 y un detector de indice de refraccion (Waters; Milford,
MA, USA), utilizando una columna LiChrospher NH, 4 x 250 mm, 5 um, 100 A. La
fase movil consistié en acetonitrilo (CH3CN) al 90% y H,O al 10%, en un sistema
isocratico que se mantuvo a un flujo de 1mL/min por 10 min. El estdndar del DQI

se inyectd (20 pL) a las concentraciones de 1.5, 3 y 6 mg/mL en el sistema de
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HPLC, obteniendo un coeficiente de correlacibn de 0.928. En el sistema se

inyectaron 4 mg de extracto de Cucurbita ficifolia en un volumen de 20 pL.

Para identificar los compuestos antioxidantes se utiliz6 un modulo de separacion
Waters 2695 y un detector de arreglo de diodos Waters 2698 (Waters; Milford, MA,
USA), utilizando una columna Prevail C18 150 x 4.6 mm, 5 um, 100 A. Para la
separacion del acido gélico el sistema de elucién fue &cido trifluoroacetico (TFA)
0.5% y CH3;CN/metanol (MeOH) 1:1; el gradiente comenz6 con 95% de TFA y 5%
de CH3CN/MeOH, con un flujo de 1 mL/min durante 10 min. En el método de (%)-
catequina el gradiente inicié6 con 90% de TFA y 10% de CH3CN/MeOH, con un
flujo de 1.3 mL/min durante 13 min. En el L-4cido ascoérbico la separacion se
realiz6 con un sistema de elucion con TFA (0.5 %) y MeOH (100%), iniciando el
gradiente con un 90% y 10%, respectivamente, con un flujo de 1 mL/min durante
10 min. Para el acido p-cumarico se utilizé un sistema isocratico con TFA al 80% y
CH3CN al 20%, con un flujo de 1 mL/min durante 10 min. Se incluyeron diferentes
concentraciones de cada uno de los estandares (0.125-10 mg/mL) y fueron
inyectados en un volumen de 20 uL. Los coeficientes de correlacion para acido
galico, (*)-catequina, L-acido ascorbico y acido p-cumarico fueron de 0.9, 0.99,
0.91 y 0.90, respectivamente. En el sistema se inyectaron de 2-8 mg de extracto

de Cucurbita ficifolia en un volumen de 20 pL.

Por ultimo, para la identificacién de nicotinamida también se utiliz6 un modulo de
separacion Waters 2695 y un detector de arreglo de diodos Waters 2698,

utilizando una columna Platinum C18 150 x 4.6 mm, 5 um, 100 A. La fase movil
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consistio en TFA al 60%, MeOH al 20% y CH3CN al 20% en un sistema isocratico
que se mantuvo a un flujo de ImL/min por 10 min. El estandar de nicotinamida se
inyectd (20 L) a las concentraciones de 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 pg/mL en el
sistema de HPLC, obteniendo un coeficiente de correlacion de 0.99. En el sistema

se inyectaron 6 mg de extracto de Cucurbita ficifolia en un volumen de 20 pL.

6.3 Cultivo celular

Se cultivaron fibroblastos de la linea 3T3-L1 de raton en medio DMEM
(“Dulbecco’s modified Eagle’s medium”), con glucosa 25 mM, piruvato de sodio 1
mM, glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 0.1 mM y gentamicina 20 pg/ml,
complementado con suero fetal bovino al 10%; se mantuvieron a una temperatura
de 37°C con atmosfera de 5% de CO,. Dos dias después de que los fibroblastos
llegaron al 100% de confluencia (dia 0), se indujo la diferenciacién con 5-metil-3-
hidroxi-butilxantina 500 uM, dexametasona 0.5 pM e insulina 1.2 uM en DMEM
con suero fetal bovino al 10%. Al segundo dia se cambi6 el medio adicionado con
insulina 1.2 uM y se mantuvo por dos dias mas. A partir del cuarto dia, el medio
sin suplemento de insulina se remplaz6 cada dos dias. Las células fueron
utilizadas a los ocho dias de diferenciacion para la administracion de los diferentes

tratamientos.
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6.4 Viabilidad celular

Se cultivaron las células en placas de 96 pozos; a partir de los ocho dias de
diferenciacion un lote de células se incubé en medio DMEM con glucosa 5 mM y
otro lote contindo en el mismo medio con glucosa 25 mM. Se adicioné extracto de
Cucurbita ficifolia a las concentraciones 0.125, 0.25, 0.5 y 0.75 mM, que se
calcularon con base en su contenido de DQI, o se adiciond el DQI sintético a las
mismas concentraciones. Se incluyé un control no tratado y las células se
incubaron durante 24 y 48 h; la viabilidad se cuantific6 con el uso del estuche
comercial CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, USA). La solucion de CellTiter 96 AQueous contiene 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS), compuesto
que es reducido por el NADPH o NADH producido por las células
metabdlicamente activas, formando formazan, un compuesto colorido detectado a

490 nm.

6.5 Relacién de GSH/GSSG

Las células 3T3-L1 se cultivaron en placas de 6 pozos y se utilizaron después de
los ocho dias de la diferenciacion. Los adipocitos en DMEM con glucosa 25 mM
fueron tratados por 24 h con el extracto de Cucurbita ficifolia y DQI sintético a
diferentes concentraciones (0.0125, 0.025, 0.05, 0.125 y 0.25 mM). Ademas se
adiciono un control positivo con N-Acetil-L-cisteina 20 mM (NAC, Boehringer
Mannheim, Germany). En otro experimento, las células en DMEM con glucosa 5 y
25 mM se incubaron durante 24 y 48 h con el extracto de Cucurbita ficifolia y DQI
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sintético, Unicamente a concentraciones de 0.125 mM. Al finalizar los tratamientos
las células se desprendieron con tripsina (0.1%) EDTA 0.25 mM y se centrifugaron
a 80 x g. Las células fueron resuspendidas en PBS para la determinacion
inmediata de GSH; para GSSG se adiciond6 el compuesto 1-metil-2-
trifluorometanosulfonato vinilpiridinium 1 (M2VP) en PBS. Las muestras fueron
congeladas a -70°C hasta su uso. Se cuantificé la proteina por el método de
Bradford y se realiz6 la determinacion de GSH y GSSG por el método de Ellman
con un estuche comercial: GSH/GSSG Ratio Assay Kit (Calbiochem, Darmstadt,
Germany). En el método se emplea el 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB),
agente que reacciona con el GSH produciendo un producto detectable a 412 nm.
En la determinacién del GSSG, éste es reducido por la GR a GSH vy, por lo tanto,

puede ser determinado al reaccionar con el DTNB.

6.6 Determinacion de peréxido de hidrégeno (H20,) intracelular

En los siguientes experimentos los adipocitos con glucosa 25 mM fueron
incubados con el extracto de Cucurbita ficifolia y DQI sintético anicamente a la
concentracion de 0.125 mM por 24 y 48 h. Al concluir las incubaciones los
adipocitos fueron desprendidos con tripsina (0.1%), centrifugados a 129 x g, 10
min, 4°C, y resuspendidos en PBS. Cada muestra se incubé con el fluorocromo 2,
7 diclorofluoreceina diacetato 10 uM (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) por 30
min a 37°C, el cual emite su fluorescencia al oxidarse por el H,O,. La

fluorescencia se cuantifico en un citometro de flujo modelo FACSCan (Becton
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Dickinson, Inmunocytometer Sistems), utilizando una longitud de excitacion y de

emision de 488 y 530 nm, respectivamente.

6.7 Actividad de glutatién peroxidasa (GPX) y glutatién reductasa (GR)

Al finalizar los tratamientos con el extracto de Cucurbita ficifolia y DQI sintético a la
concentracion de 0.125 mM, los adipocitos fueron lisados con Tris 50 mM pH 7.4,
EDTA 5 mMy DTT 1 mM, y centrifugados a 10,000 x g. En el sobrenadante se
cuantificaron las actividades enziméticas de GPX 'y GR mediante la produccion de
NADP®. Para la determinacion de GPX la reaccion se llevé a cabo en: Tris-HCI (pH
8, 50 mM), EDTA (0.5 mM), GSH (2mM), NADPH (0.25 mM), glutation reductasa
(0.5 U/ml) y terbutil-hidroperdxido (75 pM), adicionando 25 pl de muestra. En el
caso de la determinacién de la actividad de GR la mezcla fue conformada por: Tris
(pH 8, 140 mM), EDTA (5 mM), GSSG (50 mg/ml) y NADPH (10 mg/ml) con 25 pl
de muestra. En ambos casos se midi6 la absorbancia a 340 nm durante 10
minutos. La actividad de ambas enzimas se mide por la oxidacion de NADPH a
NADP" que es acompafiado por un decremento en la absorbancia a 340 nm. En el
caso de GR la oxidacion del NADPH es directa, mientras que la actividad de GPX
es determinada indirectamente por un acoplamiento con la actividad de GR que se

lleve a cabo la formacion de NADP™ (Figura 5).
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R-O-O-H+ 2GSH — 2% 5 R.O-H +GSSG + H,0

GSSG + NADPH + HY G;Rb 2GSH + NADP*

Figura 5. Reacciones para la determinacion de GPX. La GPX cataliza la reduccién del H,0, o L-
OOH, utilizando como substrato el GSH para la transformacién de GSSG y con el acoplamiento de
la actividad de GR se lleva a cabo la oxidacidon de NADPH + H*, con cambios en la absorbancia.

6.8 Expresidon del RNAm de las citocinas por RT-PCR tiempo real

Los adipocitos en DMEM con glucosa 5 6 25 mM se incubaron durante 24 y 48 h
con el extracto de Cucurbita ficifolia y DQI sintético (0.125 mM). Se incluyeron
células sin tratamiento con ambas concentraciones de glucosa. Para la extraccion
del RNA total, las células se cultivaron en placas de 6 pozos y se utilizé el método
descrito por el proveedor del reactivo Tripure (Roche, Indianapolis, USA); la
integridad y la pureza del RNA se determiné por medio de electroforesis en geles
de agarosa al 1% y con la relacion A260/280 nm, respectivamente. La sintesis del
DNAc se realizé a partir de 2 uyg de RNA con el uso del estuche ImProm I
(Promega, Madison, USA), con las siguientes condiciones: inicio a una
temperatura de 25°C por 5 min, extension a 42°C por 55 min y, por ultimo, la
reaccion se detuvo a 70°C por 15 min. Al final los cDNAs se almacenaron a -20°C
hasta su utilizacién. Para cuantificar la expresién de los RNAs mensajeros para
IL-6, TNF-a, resistina, adiponectina y el gen de normalizacion 36B4 se usé del
estuche de “DNA master plus SYBR Green 1” (Roche, indianapolis, USA) con los
primers presentados en la Tabla 1. En el quipo LightCycler 2.0 de Roche se aplico

el programa de amplificacion: preincubacién de 10 min a 95°C, un segmento de
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amplificacion constituido por 40 ciclos y cada ciclo constituido por una

desnaturalizacion de 95°C por 10 seg; un alineamiento a 61°C por 7 seg y una

amplificacion a 72°C por 10 seg. Los productos de PCR se detectaron al medir la

fluorescencia emitida por el SYBR Green en el equipo LightCycler 2.0, cuando el

SYBR Green se intercala entre la doble cadena del ADN es detectado a 530 nm,

el incremento de la sefial es proporcional a la cantidad de ADN doble cadena

durante el PCR.

Tabla 1. Primers utilizados para el andlisis de expresiébn mediante la técnica de
RT-PCR para cada uno de los genes.

Gen Secuencia de los “primers” Producto Gene Bank

IL-6 F5-TTCCATCCAGTTGCCTTCTT-3 129 pb NM_031168.1
R5-CAGAATTGCCATTGCACAAC -3

TNF-a F5 -CCTCCCTGTCATCAGTTCTA-3 102 pb NM_013693.2
R5-ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’

Resistina F5"-GTACCCACGGGATGAAGAACCG-3 253 pb NM_022984.3
R5-GCAGAGCCACAGGAGCAG-3

Adiponectina F5-AAGGACAAGGCCGTTCTCT-3 101 pb NM_009605.4
R5-TATGGGTAGTTGCAGTCAGTTGG-3’

36B4 F5-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT-3 135 pb NM_007475.4

R5-CCGCAGGGGCAGCAGTGGT-3
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6.9 Determinacién de las citocinas por el método de ELISA

Los adipocitos incubados con glucosa 25 mM fueron tratados con las diferentes
concentraciones de Cucurbita ficifolia y DQI sintético. Se incluyd un control
positivo tratado con rosiglitazona (5 pM). En otro experimento los adipocitos fueron
incubados con el extracto de Cucurbita ficifolia y DQI sintético unicamente a la
concentracion de 0.125 mM con glucosa 5 6 25 mM por 24 y 48 h. Después de los
tratamientos se recuperd el medio de cultivo para cuantificar las citocinas por el
método de ELISA. Esta es una técnica de inmunoensayo en la cual un anticuerpo
monoclonal se une especificamente a la proteina de interés; después, este
complejo (proteina-anticuerpo) es reconocido por un segundo anticuerpo, el cual
se encuentra unido a la enzima peroxidasa, la cual, al reaccionar con el peréxido
de hidrégeno, forma un compuesto colorido que puede detectarse a 450 nm. Para
la determinacién de las citocinas se utilizaron estuches comerciales especificos
para cada proteina: TNF-a (Abcam; USA), adiponectina (R & D Systems;

Minneapolis, USA), IL-6 and resistina (Cusabio; Hubei Province, China).

6.10 Andlisis de la activacién de PKB por Western blot

Los adipocitos se trataron con Cucurbita ficifolia o con DQI por 24 h. Se incluyeron
controles incubados con glucosa 5 y 25 mM sin tratamiento. Al final, se eliminé el
medio de cultivo lavando las células con amortiguador de fosfatos Krebs-Ringer
(KRP) suplementado con 0.5% de albumina libre de &cidos grasos. Para la

activacion de PKB, los adipocitos lavados se incubaron en KRP con 10 mM de
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glucosa e insulina 1 yM por 15 min. Para analizar si Cucurbita ficifolia o DQI
activaban directamente a PKB, los adipocitos, se incubaron con los dos

tratamientos en KRP por 30 min, sin el estimulo de insulina.

Al final de la dltima incubacion, los adipocitos se lavaron con PBS y se lisaron con
Tris 20 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, pirofosfato de sodio 2.5 mM,
beta-glicerofosfato de sodio 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, fluoruro de fenil-
metil-sulfonil 1 mM, aprotinina 5 pg/ml, leupeptina 10 pg/ml, pepstatina 5 uyg/ml y
triton X100 al 1% y después de centrifugar a 20,124 x g, por 20 min, 4°C, se
recuperd la fase acuosa. Se realizé la cuantificacion de las proteinas por el
método de Bradford y las proteinas se analizaron por western blot, para lo cual
fueron separadas utilizando un gel SDS-PAGE al 8% y transferidas en membranas
de fluoruro de polivinilideno. Las membranas fueron bloqueadas con albumina al
5% por 1 h e incubadas una noche con los anticuerpos primarios anti-PKB, anti-
Fosfo-ser-473-PKB y anti-B-actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc). Después las
membranas fueron incubadas por 2 h con el anticuerpo secundario anticonejo
(Santa Cruz Biotechnology, Inc), se revelaron con un reactivo quimioluminiscente
(ECL Amersham, Little Chalfont Buckinghamshire) sobre una placa radiografica
(AGFA, Medical X-ray film, Florencio Varela, Argentina) y las imagenes se
detectaron en un analizador de imagenes Gel Doc (Bio-Rad Laboratories,

Valencia, CA, USA).
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6.11 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student para comparar los
grupos control. La prueba de ANOVA y la prueba complementaria Tukey-Kramer
fueron utilizadas para evaluar diferencias entre grupos, considerando un intervalo

de confianza del 95%, mediante el paquete estadistico NCSS.
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7. Resultados

7.1 Cuantificacion de DQI e identificacion de compuestos antioxidantes en el

extracto acuoso del fruto de Cucurbita ficifolia

En la Figura 6 se muestran los cromatogramas del estdndar de DQI y del extracto

acuoso de Cucurbita ficifolia. La presencia del DQI se identifico por el tiempo de

retencion (9.12 min) y la cantidad encontrada fue de 3.3 mg/g de extracto. Ademas

se presentan los cromatogramas de los compuestos antioxidantes (en la figura 7

se identifican sus tiempos de retencion). En la Tabla 2 se indica el contenido de

(+)-catequina, L-acido ascérbico, acido p-cumérico, acido galico y nicotinamida;

ademas se determiné la concentracion de estos compuestos en el extracto (con

base en el contenido de DQI).
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Figura 6. Identificacion del DQI en el extracto acuoso de Cucurbita ficifolia. Se muestran los
cromatogramas del HPLC del DQI sintético (a) y la identificacion del DQI en el extracto (b).
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Tabla 2. Compuestos antioxidantes en el extracto de Cucurbita ficifolia.

Compuesto Contenido (mg/g | Concentracion (uM)
de extracto) en el extracto

(x)-catequina 0.187 441

L-&cido ascorbico 0.136 5.11

Acido p-cumarico 0.119 4.87

Acido galico 0.0046 0.18

Nicotinamida 2.8 157

Cuantificacién de los antioxidantes por HPLC, el contenido se expresa en miligramos por gramo de
extracto. Ademas se indica la concentracién que fue administrada en los adipocitos: 0.125 mM de
extracto con base en el contenido de DQ.

7.2 Viabilidad de las células 3T3-L1 tratadas con Cucurbita ficifolia o con DQI
En la Tabla 3 se muestran los datos obtenidos sobre la viabilidad celular. En las
células incubadas por 24 h en medio con glucosa 5 mM y en presencia del
extracto de Cucurbita ficfolia con un contenido de DQI de 0.5 mM, la viabilidad
disminuy6 62.7%, mientras que a la concentracion de 0.75 mM disminuy6 hasta
86.2%. En los adipocitos incubados durante 24 h con glucosa 25 mM y con el
extracto a las concentraciones de 0.5 y 0.75 mM (con base en el contenido de
DQI), la viabilidad también disminuydé en un 49.8% y 59.5%, respectivamente.
Después de 48 h de tratamiento con las concentraciones mas altas de Cucurbita

ficifolia se observd mayor decremento en la viabilidad (>90%),
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independientemente de la concentracion de glucosa. Por otra parte, el DQI
sintético no alteré la viabilidad celular con ninguna de las concentraciones
utilizadas (datos no mostrados). Debido a que las concentraciones mayores de
0.25 mM del extracto acuso afectaron la viabilidad, en los siguientes experimentos

se utilizé el extracto o el DQI sintético a concentraciones menores de 0.25 mM.

Tabla 3. Viabilidad celular a diferentes concentraciones de DQI contenido en el
extracto de Cucurbita ficifolia en adipocitos 3T3-L1 cultivados en glucosa 5y 25 mM.

Concentracion % viabilidad % viabilidad
de DQI en Cucurbita Glucosa 5 mM Glucosa 25 mM
ficifolia 24h 48 h 24h 48h
0.125 mM 100307 995+04 1009+12 1006 +09
0.250 mM 101527 101.3+£34 | 1007 +17 999 +004
0.5 mM 372x78* |42x06" [507+£53* |B88x027
0.75 mM 13.7x08" 16£047" | 41£45" 16+008"

Comparacion de los datos con respecto al 100% de viabilidad en el control respectivo (5 6 25
mM). Los datos representan la media £ D.E.M. (n=4). *Diferencia significativa con respecto al

control 56 25 mM p<0.05 (ANOVA).




7.3 Efecto de Cucurbita ficifolia y DQI sobre el estrés oxidativo

Los adipocitos incubados con glucosa 25 mM a las 24 h de incubacion
presentaron un decremento significativo en las concentraciones de GSH y GSSG
(25% y 40%, respectivamente), con incremento en la relacion GSH/GSSG del
40%, comparados con los adipocitos incubados con glucosa 5 mM (Figuras 8 y 9).
Los adipocitos incubados con glucosa 25 mM y con las diferentes concentraciones
del extracto de Cucurbita ficifolia después de 24 h, aumentaron significativamente
las concentraciones de GSH y GSSG con las concentraciones que van de 0.0125
hasta 0.125 mM (Figuras 8a y b), el efecto fue acompafiado de una disminucién en
la relacion GSH/GSSG (Figura 8c). Estos resultados fueron similares a los
observados con NAC, utilizado como control positivo. Aunque el extracto de
Cucurbita ficifolia a la concentracion mas alta utilizada (0.25 mM) no presento
cambios importantes sobre la concentracion de GSH, GSSG aumentd
significativamente (100%), observandose una reduccion del 55% en la relacion
GSH/GSSG (Figuras 8b y c). Por su parte, el tratamiento con DQI, a partir de la
concentracion 0.05 hasta 0.25 mM, mostrd un efecto dosis dependiente sobre el
incremento en la concentracion de GSH y GSSG y sobre la relacion GSH/GSSG
(Figura 9a, b y ¢). Tomando en cuenta que el extracto y el DQI a la concentracion
de 0.125 mM mostraron efecto positivo y significativo sobre los pardmetros de
estrés oxidativo, determinamos utilizar dicha concentracion en los siguientes

experimentos.
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones del extracto de Cucurbita ficifolia sobre la
concentracion de GSH, GSSG y la relacion GSH/GSSG en adipocitos 3T3-L1. Las células incubadas
con 25 mM de glucosa fueron tratadas con el extracto de Cucurbita ficifolia a diferentes
concentraciones respecto a su contenido de DQI (0.0125, 0.025, 0.05, 0.125 y 0.25 mM) y fue
incluido un control positivo con N-Acetil-L-cisteina (NAC, 20 mM). Se incluyeron células sin
tratamiento incubadas con glucosa 5 y 25 mM. A las 24 horas de incubacién se determind la
concentracidn de GSH (a), GSSG (b) y la relacion GSH/GSSG (c). Los datos representan la media
D.E.M. (n=4) *Diferencia significativa con respecto al control 25 mM, p<0.05 (ANOVA). ®Diferencia
significativa con respecto al control 5 mM p<0.05 (t de Student).
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Figura 9. Efecto de diferentes concentraciones de D-quiroinositol sobre la concentracion de GSH,
GSSG y la relacion GSH/GSSG en adipocitos 3T3-L1. Los adipocitos en 25 mM de glucosa
recibieron el tratamiento con DQI a diferentes concentraciones (0.0125, 0.025, 0.05, 0.125 y 0.25
mM) y se incluyd un control positivo tratado con N-Acetil-L-cisteina (NAC, 20 mM). Se incluyeron
células sin tratamiento en glucosa 5 y 25 mM. A las 24 horas de incubacién se determind la
concentracidon de GSH (a), GSSG (b) y la relacion GSH/GSSG (c). Los datos representan la media
D.E.M. (n=4) *Diferencia significativa con respecto al control 25 mM, p<0.05 (ANOVA). ®Diferencia
significativa con respecto al control 5 mM p<0.05 (t de Student).

52



En la Figura 10 se muestra el tratamiento de los adipocitos con el extracto de
Cucurbita ficifolia y DQI en ambas concentraciones de glucosa (5 mM y 25 mM)
durante 24 h y 48 h de incubacion. Las alteraciones con respecto a GSH y GSSG
en los adipocitos incubados en glucosa 25 mM, en comparacién con la incubacion
de 5 mM a las 24 h, fueron modificadas por los tratamientos. Los adipocitos con el
extracto de Cucurbita ficifolia y con el DQI (ambos a 0.125 mM) incrementaron la
concentracion de GSH en un 45% y 30%, respectivamente, con respecto al control
de glucosa 25 mM a las 24 h de incubacion (Figuras 10a); el GSSG present6 un
comportamiento similar al GSH con ambos tratamientos (Figura 10b). Mientras
tanto, la relacion GSH/GSSG disminuyd aproximadamente un 20% con ambos
tratamientos (Figura 10c). Las concentraciones de GSH, GSSG vy la relacién
GSH/GSSG a las 48 h incrementaron 21, 35 y 30%, respectivamente, en los
adipocitos incubados con glucosa 25 mM, comparados con los adipocitos
incubados con glucosa 5 mM. Estos resultados fueron similares a los observados
a las 24 h (Figuras 10d-f). Los tratamientos con Cucurbita ficifolia y con el DQI a
las 48 h incrementaron en un 30% tanto la concentracion de GSH como la del
GSSG (Figura 9d y e, respectivamente), con una disminucion del 15% en la
relacion GSH/GSSG (Figura 10f). Por otra parte, en las células incubadas con
glucosa 5 mM no se observaron diferencias significativas con Cucurbita ficifolia y

con el DQI en ambos tiempos de incubacion (Figura 10a-f).
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Figura 10. Efecto del extracto de Cucurbita ficifolia y DQI sobre la concentracion de GSH, GSSG y la
relacion GSH/GSSG en adipocitos 3T3-L1 a 24 y 48 h de incubacién. Los adipocitos fueron tratados
con el extracto de C. ficifolia (concentracidn de DQl 0.125 mM) y DQI sintético (0.125 mM) en
glucosa 5 y 25 mM, incluyendo células sin tratamiento con ambas concentraciones de glucosa. A las
24 horas y 48 horas de incubacién se determind la concentracidon de GSH (ay d), GSSG (by e) y la
relacion GSH/GSSG (c y f). Los datos representan la media £ D.E.M. (n=7) *Diferencia significativa
con respecto al control 5 6 25 mM, p<0.05 (ANOVA). ®Diferencia significativa con respecto al control
5 mM p<0.05 (t de Student).
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En los adipocitos incubados con glucosa 25 mM, el incremento en la relacion de
GSH/GSSG a las 24 y 48 h estuvo acompafiado por una disminucion
aproximadamente del 24% en la actividad de la GPX y con un incremento del
H,O, (aproximadamente 25%) en ambos tiempos de incubacion, sin que se
observaran modificaciones en la actividad de GR (Figura 11). Los tratamientos con
el extracto de Cucurbita ficifolia y con el DQI incrementaron la actividad de la GPX
en un 41% y 67%, respectivamente, a las 24 h de tratamiento (Figura 1la),
conservando este efecto hasta las 48 h (Figura 11d); y observando incremento
significativo de la actividad de GR sélo con el DQI (Figura 11e). Ademas, ambos
tratamientos disminuyeron el H,O, intracelular a las 24 h y 48 h (aproximadamente

40% y 31%, respectivamente) (Figuras 11cy f).
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Figura 11. Efecto del extracto de Cucurbita ficifolia y DQl sobre la actividad de glutation
peroxidasa (GPX), glutation reductasa (GR) y en la concentraciéon de H,0, en adipocitos 3T3-L1.
Los adipocitos en glucosa 25 mM fueron tratados con el extracto de C. ficifolia (concentracion de
DQl 0.125 mM) y DQI (0.125 mM). Se incluyeron células sin tratamiento con glucosa 5y 25 mM
durante 24 horas (a, b y c) y 48 horas de incubacién (d, e y f). Al finalizar los tratamientos se
determind: la actividad de GPX (a y d), actividad de GR (b y e) y la concentracién intracelular de
H,0,, indicada por la fluorecencia de DCFH-DA (c y f). Media + D.E.M. (n=7) *Diferencia
significativa con respecto al control 5 6 25 mM, p<0.05 (ANOVA). ®Diferencia significativa con
respecto al control 5 mM p<0.05 (t de Student).



7.4 Efecto de Cucurbita ficifolia y el DQI sobre la expresion de adipocinas

Los adipocitos incubados con glucosa 25 mM aumentaron significativamente la
expresion del RNAm y la proteina de las citocinas inflamatorias IL-6, TNF-a y
resistina, contra la expresion de las mismas en las células incubadas con glucosa
5 mM. En estos casos, la concentracion de las proteinas TNF-a, IL-6 y resistina en
los adipocitos con glucosa 25 mM a las 24 h incrementé en un 28, 50 y 25%,
respectivamente (Figuras 12-14). A las 24 h de tratamiento con las diferentes
concentraciones de DQI en el extracto de Cucurbita ficifolia no se observaron
cambios importantes en la proteina TNF-a (Figura 12a), mientras que el DQI solo
disminuy¢ significativamente esta citocina a las concentraciones de 0.125 y 0.25
mM (21y 25%, respectivamente) (Figura 12b). En el caso de la proteina IL-6 los
tratamientos exhibieron efectos opuestos: Cucurbita ficifolia (0.125 y 0.25 mM)
incrementd esta citocina (Figura 13a) y el DQI sintético (0.25mM) disminuyé la
secrecion de IL-6 en un 40% en los adipocitos (Figura 13b). Por otra parte, ambos
tratamientos, a concentraciones de 0.05 a 0.25 mM, decrecieron la proteina
resistina aproximadamente en un 20% (Figura 14a y b). La reduccion de la
concentracion de las citocinas inflamatorias con los tratamientos mostré un
comportamiento similar al control positivo (rosiglitazona), el cual presentd

disminucién de TNF-q, IL-6 y resistina (Figuras 12-14).
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Figura 12. Efecto de diferentes concentraciones del extracto de Cucurbita ficifolia y D-
quiroinositol sobre TNF-a en adipocitos 3T3-L1. Se determind la concentracion de TNF-a en el
medio de cultivo en adipocitos incubados con 25 mM de glucosa y fueron tratados con el extracto
de Cucurbita ficifolia conteniendo diferentes concentraciones de DQI (0.0125, 0.025, 0.05, 0.125 y
0.25 mM) (a) y a las mismas concentraciones se realizaron los tratamientos con DQI (b) por 24
horas. Se incluyd un control positivo tratado con Rosiglitazona (5 uM) y células sin tratamiento en
glucosa 5 y 25 mM. Media + D.E.M. (n=4) *Diferencia significativa con respecto al control 5 6 25
mM, p<0.05 (ANOVA). ®Diferencia significativa con respecto al control 5 mM p<0.05 (t de
Student).
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Figura 13. Efecto de diferentes concentraciones del extracto de Cucurbita ficifolia y D-
quiroinositol sobre IL-6 en adipocitos 3T3-L1. A las 24 horas de incubacidon se determind la
concentracion de IL-6 en el medio de cultivo de adipocitos incubados con glucosa 25 mM, los
cuales fueron tratados con diferentes concentraciones (0.0125, 0.025, 0.05, 0.125 y 0.25 mM) de
Cucurbita ficifolia, respecto a su contenido de DQI (a) y los tratamientos con DQI se realizaron a las
mismas concentraciones (b). Se incluyé un tratamiento con rosiglitazona (5 pM) como control
positivo y, como controles sin tratamiento, las células fueron incubadas con glucosa 5y 25 mM.
Los datos representan la media + D.E.M. (n=4) *Diferencia significativa con respecto al control 5 6
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Student).
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Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones del extracto de Cucurbita ficifolia y D-
quiroinositol sobre resistina en adipocitos 3T3-L1. A las 24 horas de incubacidn se determiné la
secrecién de la proteina resistina en el medio de cultivo, en adipocitos incubadas en 25 mM de
glucosa, los cuales fueron tratados con diferentes concentraciones (0.0125, 0.025, 0.05, 0.125 y
0.25 mM) de Cucurbita ficifolia, respecto a su contenido de DQI (a) y a las mismas concentraciones
se realizd los tratamientos con DQI (b). Se incluyé un control positivo tratado con rosiglitazona (5
M) y células sin tratamiento en glucosa 5y 25 mM. Los datos representan la media = D.E.M. (n=4)
*Diferencia significativa con respecto al control 5 6 25 mM, p<0.05 (ANOVA). ®Diferencia
significativa con respecto al control 5 mM p<0.05 (t de Student).
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En los siguientes experimentos se muestra la expresion del RNAm y proteina de
las citocinas inflamatorias en adipocitos con glucosa 5 y 25 mM, asi como los
tratamientos de Cucurbita ficifolia y DQI a la concentracion de 0.125 mM. En las
células incubadas con glucosa 5 mM, el extracto incrementé significativamente en
un 70% la expresion del RNAm de TNF-a a las 24 y a las 48 h el incremento fue
de 180%, mientras que la proteina incrementd un 65% solo a las 24 h de
incubacion (Figura 15a-c). Respecto a IL-6, la presencia del extracto no produjo
cambios a las 24 h de incubacion sobre el RNAm; sin embargo incrementé
significativamente a las 48 h, mientras que la secrecion de IL-6 se incrementd a
partir de las 24 h (Figura 16a-c). A las 48 h de incubacion el incremento de la
proteina IL-6 con Cucurbita ficifolia es consistente con el aumento significativo en
la expresion del RNAm (Figura 16b y d). Por otra parte, el tratamiento con DQI no
modifico la expresion y secrecion de TNF-a e IL-6 en los adipocitos incubados con

glucosa 5 mM.
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Figura 15. Efecto del extracto de Cucurbita ficifolia y D-quiroinositol sobre el RNAm y proteina de
TNF-a en adipocitos 3T3-L1 incubados en glucosa 5 mM. Los adipocitos en glucosa 5 mM fueron
tratados con el extracto de C. ficifolia (concentracién de DQI 0.125 mM) y DQI (0.125 mM) durante 24
horas y 48 horas de incubacién. Para la determinacion de la expresion del RNAm (a y b) y proteina de
TNF-a en el medio de cultivo (c y d). Los datos representan la media £ D.E.M. (RNAm n=6 y proteina
n=4). *Diferencia significativa con respecto al control 5 mM, p<0.05 (ANOVA).
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con el extracto de C. ficifolia (concentracién de DQI 0.125 mM) y DQI (0.125 mM) durante 24 horas y
48 horas de incubacién. Para la determinacién de la expresion del RNAm (a y b) y proteina de IL-6 en el
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*Diferencia significativa con respecto al control 5 mM, p<0.05 (ANOVA).
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En los adipocitos incubados con glucosa 25 mM, el RNAmMm de TNF-a se
incrementd en 46% y 35% a las 24 y 48 h de incubacion, respectivamente, en
comparaciéon con los adipocitos incubados con 5 mM de glucosa. La proteina
liberada al medio se incrementé aproximadamente en 20% en ambos tiempos
(Figura 17). Los adipocitos incubados con glucosa 25 mM y tratados con Cucurbita
ficifolia y DQI a la concentracion de 0.125 mM, mostraron una reduccion en la
expresion del RNAmM de TNF-a desde las 24 h, siendo de un 30% con el extracto
de Cucurbita ficifolia y un 51% con DQI a las 48 h (Figura 17a y b). Solamente el
DQI redujo en aproximadamente el 25% el nivel de la proteina TNF-a en ambos

tiempos de incubacion (Figura 17c vy d).

La expresion del mRNA de IL-6 en los adipocitos incubados con glucosa 25 mM se
incrementd en 45%, mientras que los niveles de la proteina aumentaron 52% a las
48 h, comparados con los adipocitos incubados con glucosa 5 mM (Figura 18). El
extracto de Cucurbita ficifolia (0.125 mM) incrementé la expresion del RNAm de IL-
6 alas 24y 48 h (31% y 40%, respectivamente) (Figura 18a y b). El incremento en
el RNAm de IL-6 en ambos tiempos de incubacién fue consistente con el aumento
significativo de la proteina (Figura 18c y d). Por el contrario, el DQI (0.125 mM)
disminuy6 el RNAm de IL-6 un 31% las 24 hy un 41% a las 48 h (Figura 18a y b),

sin afectar la concentracion de proteina.

En los adipocitos incubados con glucosa 25 mM por 24 h, la expresion del RNAm
y de la proteina resistina se incrementaron en aproximadamente 50% y 25%,

respectivamente, en comparacion con los adipocitos incubados con 5 mM de
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glucosa. Este comportamiento fue similar a las 48 h de incubaciéon (Figura 19).
Ambos tratamientos a la concentracion de 0.125 mM disminuyeron la expresion
del RNAm de resistina aproximadamente 30% y 40% a las 24 h y 48 h,
respectivamente (Figuras 19a y b). Ademas la secrecion de resistina disminuyo

aproximadamente 20% en ambos tiempos de tratamiento (Figuras 19c y d).
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Figura 17. Efecto del extracto de Cucurbita ficifolia y DQI sobre la expresion del RNAm y proteina
de TNF-a en células 3T3-L1 incubadas con glucosa 25 mM. Se determind la expresién del RNAm (a
y b) y proteina (c y d) de TNF-a en medio de cultivo de los adipocitos incubados con 25 mM de
glucosa con el tratamiento del extracto (concentracion de DQI 0.125 mM) y DQI (0.125 mM),
después de 24 y 48 horas. Los resultados fueron normalizados con respecto al control glucosa 25
mM. Los datos representan la media + D.E.M. (RNAm n=6 y proteina n=4). *Diferencia significativa
con respecto al control 25 mM, p<0.05 (ANOVA). ®Diferencia significativa con respecto al control 5
mM p<0.05 (t de Student).
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En los adipocitos 3T3-L1 tratados con el extracto de Cucurbita ficifolia y con el DQI
en glucosa 5 mM no se observaron cambios importantes, en la expresion del
RNAmM y en la proteina de adiponectina (Figuras 20a-c). Respecto a los adipocitos
incubados con glucosa 25 mM por 24 h y 48 h, la expresion del RNAm y de la
proteina de adiponectina no mostraron cambios significativos, en comparacion con
los adipocitos incubados con glucosa 5 mM. Ambos tratamientos no produjeron

modificaciones en glucosa 25 mM (Figura 21a-c).
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Figura 20. Efecto del extracto de Cucurbita ficifolia y D-quiroinositol sobre el RNAm y proteina de
adiponectina en adipocitos 3T3-L1 incubados en 5 mM de glucosa. Los adipocitos en glucosa 5 mM
fueron tratados con el extracto de C. ficifolia (concentracion de DQl 0.125 mM) y DQI (0.125 mM)
durante 24 horas y 48 horas de incubacidn. Para la determinacidn de la expresién del RNAm (ay b) y
proteina de IL-6 en el medio de cultivo (c y d). Los datos representan la media + D.E.M. (RNAmM n=4y
proteina n=4). *Diferencia significativa con respecto al control 5 mM, p<0.05 (ANOVA).
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Figura 21. Efecto del extracto de Cucurbita ficifolia y DQIl sobre la expresion del RNAm y proteina de
adiponectina en células 3T3-L1 incubados en glucosa 25 mM. Determinacion de la expresion del
RNAm (ay b) y proteina (c y d) de adiponectina en el medio de cultivo de los adipocitos incubados con
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7.5 Efecto de Cucurbita ficifolia y DQI sobre la activacion de PKB

La activacion de PKB, determinada por la fosforilacion en ser-473, se llevé a cabo

en los adipocitos incubados con glucosa 5 y 25 mM, en presencia de insulina 1

UM, sin mostrar diferencias entre las dos concentraciones de glucosa (datos no

mostrados). Después de incubar los adipocitos con el extracto de Cucurbita

ficifolia o DQI por 24 h, la activacion de PKB dependiente de insulina, presentd

tendencia a incrementar, sin ser significativa. De manera importante PKB si se

activé en presencia de DQI por 30 min, sin el estimulo de insulina (Figura 22).

Control
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Insulina — +

1.75+

1.504

1.254

1.00

0.754
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T
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—

RQ

-Insulina +Insulina -Insulina +Insulina

Control

C.ficifolia24 h DQI 24 h

-Insulina  +Insulina -Insulina -Insulina

DQI C. ficifolia

30 min 30 min

Figura 22. Efecto del extracto de Cucurbita ficifolia y DQI sobre la fosforilacion de PKB-ser473 en

adipocitos 3T3-L1. Los adipocitos con 25 mM de glucosa fueron tratados por 24 horas con el extracto

(concentracién de DQI 0.125 mM) y DQI sintético (0.125 mM). Después de los tratamientos las células

fueron incubadas por 15 minutos en presencia o ausencia de insulina (1 uM). En otro experimento,

los adipocitos fueron incubados con Cucurbita ficifolia y DQI sintético solamente por 30 minutos, sin

estimulo de insulina. Media + D.E.M. (n=3). *Diferencia significativa con respecto al control 25 mM,

p<0.05 (ANOVA).
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8. Discusién

En el desarrollo de la obesidad se puede producir aumento en el tamafio del
adipocito por un exceso en la cantidad de lipidos almacenados (hipertrofia) y/o
aumento en el numero de adipocitos (hiperplasia) en el mismo tejido adiposo
(Torres-Leal et al., 2010). Estas alteraciones repercuten en las funciones del
adipocito, incluyendo modificaciones en la sefalizacion de la insulina, en la
expresion y/o secrecion de citocinas inflamatorias y en el estrés oxidativo
(Kobayashi et al., 2009; Bauer et al., 2011). En los adipocitos 3T3-L1, una
concentracion alta de glucosa (25 mM) produce defectos en el estado redox y en
la inflamacion, en comparacion con los adipocitos incubados con glucosa 5 mM.
Dichas alteraciones se han asociado con el desarrollo de resistencia a la insulina

(Lin et al., 2005).

En el presente estudio, los adipocitos incubados con glucosa 25 mM presentaron
alteraciones en la via redox del glutatién, que se manifesté por el incremento en la
relacion GSH/GSSG vy la disminucion en la actividad de la GPX, enzima encargada
de catalizar la reaccion entre el GSH y el H,O,, lo cual conduce al incremento del

H.O- en estos adipocitos,

El H,O,, los acidos grasos libres y el TNF-a son factores que disminuyen la
actividad de la GPX (Kobayashi et al., 2009; Lee et al., 2008). Por lo cual se
propone que el extracto de Cucurbita ficifolia y el DQI podrian mejorar el
funcionamiento de la via redox del glutation, debido al restablecimiento en la

actividad de GPX que se refleja en el aumento en la concentracion de GSH y
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GSSG con la disminucién de la relacibn GSH/GSSG y del H,O; intracelular. Estos
efectos fueron similares a los observados tanto en los adipocitos con el
tratamiento de N-acetil-cisteina (control positivo) como en los adipocitos incubados
con glucosa 5 mM sin tratamiento. El efecto antioxidante de DQI se ha reportado
en células endoteliales por la disminucion en la cantidad de O,™, molécula que por
accion de la enzima superéxido dismutasa es convertida a H,O, (Nascimento et
al., 2006). Asi, el DQI sintético o los otros compuestos contenidos en el extracto,

podrian evitar la formacién de H,O, al disminuir el O,™.

Aunque ambos tratamientos presentaron efecto antioxidante, el extracto de
Cucurbita ficifolia increment6 la concentracion de GSH y GSSG desde la
concentracion mas baja (0.0125 mM) hasta 0.125 mM, mientras que DQI present6
este efecto de 0.05 mM a 0.250 mM. Esto indicaria que el efecto antioxidante de
Cucurbita ficifolia podria deberse, al menos en parte, a su contenido de DQI, ya
que el extracto contiene otros antioxidantes como compuestos fendlicos ((z)-
catequina, acido p-cumarico, acido galico), L-acido ascorbico y nicotinamida, que
pueden contribuir a que se presente el efecto antioxidante del extracto desde
0.0125 mM. Y aunque la concentracion de estos compuestos es baja en el
extracto (como se menciona en la Tabla 2), el efecto antioxidante del extracto en
los adipocitos puede ser por un efecto sinérgico de todos los compuestos
mencionados. La pérdida del efecto antioxidante del extracto de Cucurbita ficifolia
a 0.25 mM por el incremento de GSSG y la disminucion de la relacion de
GSH/GSSG podria indicar un efecto prooxidante. Lo anterior podria explicarse por

el hecho de que algunos antioxidantes como el acido ascorbico presentan accién
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prooxidante a altas concentraciones (Mandl et al., 2009). Por esta razon, aun es
necesario continuar con la caracterizacion quimica del extracto, para determinar si
ademéas de los ya mencionados existen otros compuestos antioxidantes en el
mismo. Es importante seguir el estudio de estos compuestos debido a que algunos
flavonoides, adicional a su efecto antioxidante, aumentan la translocacion de
GLUT-4 (Li et al., 2007), mientras que con la nicotinamida se ha reportado un

efecto hipoglucemiante en ratones con diabetes experimental (Novelli et al., 2010).

Los adipocitos incubados con glucosa 25 mM, ademas de presentar cambios en el
estado redox, mostraron un aumento en la expresion de las citocinas
proinflamatorias como IL-6, TNF-a y resistina. ElI DQI sintético redujo la expresion
del RNAm y la secrecion de estas citocinas con un comportamiento similar al
tratamiento con rosiglitazona (control positivo). Mientras que Cucurbita ficifolia
disminuy6 la expresion del RNAm de TNF-a y secrecion de resistina. Se ha
determinado que las especies reactivas de oxigeno como el H,O, pueden activar a
la IKKp cinasa que regula la activacion de NF-kp, factor que regula la transcripcion
de citocinas proinflamatorias (Evans et al., 2005). Por lo tanto, los tratamientos, al
disminuir el estrés oxidativo, podrian como consecuencia evitar la activacion del
NF-kB. Por otra parte, seria importante el estudio de otros compuestos en el
extracto de Cucurbita ficifolia. Asi por ejemplo se han reportado en varias
cucurbitaceas algunas cucurbinacinas con actividad antinflamatoria debido a que
inhiben la activacion de NF-kB (Abdelwahab et al., 2011; Jayaprakasam et al.,

2003, Qiao et al., 2013), aunque también se les ha asociado con efecto citotoxico
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y antitumoral, proponiéndose que actlan a través de la activacion de receptores a

glucorticoides (Witkowski y Konopa, 1981).

A diferencia del DQI, el tratamiento con Cucurbita ficifolia increment6 la secrecion
de IL-6; se reconoce que esta citocina tiene una accion inflamatoria durante la
obesidad, con efectos importantes sobre la resistencia a la insulina, que
adicionalmente se ha asociado con un decremento en adiponectina (Torres-Leal et
al., 2010). Sin embargo, aun no podemos determinar si este efecto del extracto de
Cucurbita ficifolia sobre IL-6 es benéfico o perjudicial, ya que el tratamiento no
modificé la expresibn de adiponectina. Ademas, en ratones diabéticos la
administracion del extracto también incrementd los niveles séricos de IL-6
(Roman-Ramos et al., 2012). Proponemos que este efecto podria alterar el
metabolismo de lipidos, de manera similar a 1o mostrado con algunos compuestos
(oligosacaridos), que estimulan la expresion de IL-6 en células 3T3-L1, y
disminuyen la lipogénesis y la adipogénesis (Bahar et al., 2011), a través de la
activacion de la via de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (Bunn et al.,
2010). Asi, resulta interesante estudiar el efecto del extracto de Cucurbita ficifolia
sobre la acumulacion de tejido adiposo in vivo, ya que en ratones obesos la
administracion de IL-6 disminuye el peso corporal (Wallenius et al., 2002). Por lo
tanto, aun faltan estudios adicionales para explicar estos efectos del extracto, asi
como para determinar qué compuestos son los responsables de la estimulaciéon
observada sobre IL-6. Asi por ejemplo, la catequina y la nicotinamida (compuestos

identificados en el extracto de Cucurbita ficifolia) se han reportado con



implicaciones en el metabolismo de lipidos; ademas, la nicotinamida previene el
dafio hepatico por acumulacion de &cidos grasos (Mochizuki y Hasegawa, 2004;

Varela-Rey et al., 2010).

Aunque en los adipocitos incubados con glucosa 25 mM se esperaba que la
activacion de PKB estuviera disminuida, lo cual nos podria sugerir cambios en la
sefalizacion de la insulina, esto no fue observado. Existe la posibilidad de que
esta via no se encuentre alterada debido a que los niveles de adiponectina aun se
encuentran normales. Esta adipocina puede sensibilizar la accién de la insulina y
es importante por su efecto antiinflamatorio (Robinson et al., 2011). Por lo tanto,
adiponectina estaria protegiendo al adipocito del efecto inflamatorio de TNF-a e IL-

6.

Por otra parte, los tratamientos con el extracto y con DQI a las 24 h de incubacién
solamente presentaron una tendencia a incrementar la fosforilacion de PKB
dependiente de insulina, aunque si se observa un aumento en su activacion a los
30 min de incubacién con DQI solo sin estimulo de insulina, lo cual demuestra el
efecto insulinomimético de este compuesto, ya reportado en fibroblastos. En estos
estudios, el DQI (0.1-1 mM) aument6 la translocacién de GLUT-4 y, por lo tanto, la
incorporacion de glucosa (Yap et al., 2007), indicando que el mecanismo de
accion del DQI sobre la sefalizacion de la insulina es rapido, disminuyendo a
tiempos de incubacién mas largos, como los utilizados en este estudio (24 h). Es
importante  mencionar que Cucurbita ficifolia no tiene el mismo efecto

insulinomético del DQI, lo cual nos indica que el extracto puede actuar por un



mecanismo hipoglucemiante diferente en los adipocitos 3T3-L1. Pero aun no
podemos descartar que el DQI pueda ser responsable del efecto hipoglucemiante
del extracto de Cucurbita ficifolia, debido a que se ha descrito que este compuesto
también puede actuar como segundo mensajero. EI DQI es componente de los
inositol fosfoglicanos, importantes mediadores de la accion de la insulina (Kawa et
al., 2003), teniendo relacion con la formacién del segundo mensajero PIP3, asi
como con la activacion de las enzimas glucégeno sintasa y piruvato
deshidrogenasa (Larner et al.,, 2010). Pero este mecanismo aun no se ha
explorado con el DQI presente en el extracto. Aunque otros estudios sugieren que
Cucurbita ficifolia podria desempefiar un papel importante en la funcion del
pancreas al incrementar el nUmero de islotes y en la expresion y secrecion de

insulina (Garcia-Gonzéalez, 2011; Miranda-Pérez, 2012).
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9. Conclusiones

1. Ademéas del DQI en el extracto de Cucurbita ficifolia se encuentran otros
compuestos antioxidantes identificados como (*)-catequina, L-&cido ascorbico,

acido p-cumarico, acido galico y nicotinamida.

2. Las alteraciones presentadas en el estado redox de las células incubadas con
glucosa 25 mM fueron disminuidas por el extracto de Cucurbita ficifolia y el DQI, al
incrementar la actividad de GPX, incrementando la concentracion de GSH y
GSSG y restaurando la relacion GSH/GSSG, con disminucién en la concentracion

de H,O,.

3. El DQI presento efecto antinflamatorio al disminuir la expresion del RNAm vy la

secrecion de TNF-q, IL6 y resistina.

4. Cucurbita ficifolia disminuy6 resistina pero incremento IL-6 en los adipocitos
incubados con glucosa 25 mM. Por lo tanto, el extracto debe contener otros

compuestos que pueden estar modulando la secrecion de esta citocina.

5. Los resultados del presente trabajo sugieren que los tratamientos con Cucurbita
ficifolia y DQI podrian disminuir las complicaciones provocadas por el estrés

oxidativo, evitando la inflamacién caracteristica de la obesidad y la DT2.

6. El efecto antiinflamatorio del DQI es un resultado inédito, que se presenta en
adicion a su efecto insulinomimético, lo cual podria coadyuvar al tratamiento de

estas dos patologias.
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10. Perspectivas

1. Determinar si el extracto de Cucurbita ficifolia induce la translocacion de

GLUTA4.

2. Demostrar la participacion del DQI en el efecto hipoglucémico de Cucurbita

ficifolia por su acciébn como segundo mensajero.

3. ldentificar si se encuentran presentes en el extracto de Cucurbita ficifolia,
cucurbitacinas, compuestos con efecto antiinflamatorio que se han identificado en

la familia de las cucurbitaceas.

4. Determinar los compuestos en Cucurbita ficifolia responsables del incremento
de IL-6 e investigar si este efecto se relaciona con la acumulacion de tejido

adiposo en un modelo de obesidad in vivo.

78



11. Esquema de las conclusiones y perspectivas del extracto de Cucurbita
ficifoliay DQI

En la Figura 23 se muestra el mecanismo propuesto sobre el efecto antioxidante
de DQI sintético y el extracto de Cucurbita ficifolia. En el cual se muestra como
participarian los compuestos antioxidantes identificados en el extracto, como el
DQI, (£)-catequina, L-4cido ascorbico, acido p-cumarico y acido galico. Debido a
su funcién en la reduccién de radicales libres, como el radical O,™=, proponemos
que la cantidad de H,O; disminuye a través de la reduccién del radical O,™-. La
disminucién del H,O,, a su vez, estimula la actividad de la GPX y restablece el
estado redox a través de la relacion GSH/GSSG. Por su parte, la nicotinamida
encontrada en el extracto también participaria en el efecto antioxidante por ser
precursora de NADP™ que, junto con NADPH+ H”, tienen una funcién importante
en la via del glutation, especificamente sobre la actividad de la GR. Ademas la
diminucién del H,O, promovida por el extracto y el DQI sintético bloquearia la
expresion y secrecion de TNF-a, IL-6 y resistina. Aunque el extracto podria
funcionar por medio de un mecanismo alterno antiinflamatorio, en el que
participarian otros compuestos como las cucurbitacinas que probablemente estén
presentes en el extracto. También es importante determinar el o los compuesto (s)
responsable (s) del incremento de IL-6 y proponemos que este incremento podria
tener un efecto sobre el metabolismo de lipidos, lo que ha sido demostrado para
otros compuestos, por ejemplo (x)-catequina (la cual fue identificada en el

extracto). Ademas, nuestro interés en el estudio de la nicotinamida presente en el
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extracto de Cucurbita ficifolia se debe a que se ha reportado efecto
hipoglucémico, en adicion a su efecto antioxidante.

El DQI sintético mostr6 un efecto insulinomimético al activar PKB en los
adipocitos, no observandose dicho efecto con el extracto de Cucurbita ficifolia.
Aun sigue faltando determinar la participacion del DQI en el extracto como
segundo mensajero.

Compuestos en el extracto de
Cucurbita ficifolia *

_________
______

O e DQP?

8 Acido ascorbico*
~e==="" (t)catequina®
Acido cumérico®

Acido galico*

*Nicotinamida -------------

J=

Compuesto (s)en el
extractode  -----
Cucurbita ficifolia ?

*(t)catequina ---

Cucurhitacinas?

Figura 23. Posibles efectos de los compuestos identificados en el extracto de Cucurbita ficifolia y del
DQI sintético en los adipocitos. Las lineas, flechas y letras en color anaranjado, representan la via que
se investigd en el presente estudio y la propuesta relacionada con las acciones antioxidante y
antiinflamatoria de los compuestos identificados en el extracto y el DQI sintético.

Aun falta identificar y estudiar otros compuestos que posiblemente se encuentran en el extracto, los
cuales también pudieran contribuir a los efectos antiinflamatorio, hipoglucémico y aquellos que
promueven el incremento de IL-6.

miaiial GEEESERE I No se conocen totalmente el mecanismo por el cual actua el compuesto.
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13. Anexo

Cucurbita ficifolia Bouché

INFORMACION TAXONOMICA

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Violales

F AMILIA: Cucurbitaceae
GENERO: Cucurbita
ESPECIE: ficifolia Bouché

Planta de Cucurbita ficifolia. Se muestra la
hoja, tallo y flor.

Descripcidon botanica

Cucurbita ficifolia es una planta rastrera o trepadora, monoica y anual. Esta planta
presenta raices primarias y adventicias fibrosas. Los tallos de Cucurbita ficifolia
son vigorosos ligeramente anguloso-sulcados, ligeramente puberulentos, hirsutos
o hispidos, armados con aguijones cortos, punzantes, escasos Yy pelos
glandulares.? Las hojas de esta planta tienen peciolos de 5-25 cm; ovado
cordadas a suborbicular-cordadas, con o sin manchas blancas en el haz, 3-5
lobuladas, con ll6bulos redondeados u obtusos. Ademas, sus flores son monoicas;
las flores masculinas largamente pedunculadas, el caliz es un tubo cortamente
acampanado, de hasta 1 cm de largo; la corola amarilla a anaranjado-palida, de
hasta 12 cm de largo; con 3 estambres con las anteras lineares y unidas entre si

formando un cuerpo conico o cilindrico. Las flores femeninas son similares, a

98



veces un poco mas grandes, con un estilo engrosado y 3 estigmas lobadas; se
observa el ovario infero.®*°

Los frutos de Cucurbita ficifolia son globosos,
ovado-elipticos u obovoides (20-35 cm de largo), el
epicarpo (cascara) es rigido, persistente, sin
. costillas, densa y diminutamente ondulado, blanco-

&F
h Semillas
— amarillento, verde claro u oscuro, verde con franjas

Epicarpo

blancas longitudinales hacia el apice o con
Fruto de Cucurbita ficifolia. g P
diminutas manchas blancas y verdes; el mesocarpo (pulpa) es blanco, granuloso-
fibroso, dulce, con placentas largas y delgadas.? Mientras que las semillas son de
forma ovado-elipticas comprimida (14-25 x 7-12 mm) y su color es pardo oscuras

a negras o blanco-crema.>”

Aspectos ecoldgicos y fitogeograficos

La planta de Cucurbita ficifolia se encuentra ampliamente distribuida bajo cultivo
desde los 1 000 hasta casi los 3 000 m de altitud, en practicamente todas las
cordilleras de América Latina. La restriccion del cultivo en zonas de notable altitud
es un caracter distintivo de Cucurbita ficifolia, respecto a las otras especies
cultivadas del género, que en general pueden crecer en un rango mas amplio de
condiciones ecologicas (para Cucurbita pepo y C. moschata, desde 8 m hasta 2
300 m).® En México es una planta cultivada en Chiapas, Hidalgo, Jalisco,

Michoacéan, Morelos, Oaxaca y Veracruz.*
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