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Resumen
Introduccién

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico de etiologia multiple. Se
caracteriza por hiperglucemia crénica, con alteraciones del metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas, como resultado de defectos en la secrecién y/o
accion de la insulina. A medida que transcurren los afios su control metabdlico es
cada vez mas dificil, convirtiéndose en un importante problema de salud publica a
nivel mundial. La Federacién Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en
inglés) estimd en el 2010 que México ocupé la décima posicidén en el mundo con
6.8 millones de personas que padecen DM. La morbilidad asociada con diabetes,
surge de las complicaciones microvasculares y macrovasculares. A pesar del
amplio uso de medicamentos para esta enfermedad, mas del 64% de la poblacién
mundial también recurre a la medicina tradicional. En México, dos especies de la
familia Cucurbitaceae: Cucurbita ficifolia Bouché (C. ficifolia) e Ibervilliea sonorae
Greene (l. sonorae), son estudiadas debido a sus efectos hipoglucémicos.
Estudios en ratones sanos y diabéticos, y pacientes con diabetes tipo 2 (DT2) que
recibieron un extracto acuoso de C. ficifolia, mostraron una disminucion
significativa de los niveles de glucosa en sangre. En otro estudio, se midi6 la
capacidad de este extracto para bloquear los canales de potasio dependiente de
ATP (K'atp), en aorta toracica de rata. Con este estudio, se establecio si el efecto
hipoglucémico del extracto acuoso de C. ficifolia podria estar asociado con la
secrecion de insulina, de manera similar a las sulfonilureas. El extracto acuoso de
C. ficifolia no bloqueo los canales de K'atp, en aorta de rata toracica. Sin embargo,
otro estudio en ratones diabéticos que recibieron el extracto acuoso de C. ficifolia,

mostré mayor secrecion de insulina a las 2 horas de la medicion. Dando indicios



de la secrecion de insulina, por la administracion del extracto acuoso de C.
ficifolia. Desde el punto de vista fitoquimico, se propuso al D-quiro inositol (DQI)
como la molécula responsable del efecto hipoglucémico del fruto de C. ficifolia. En
otros estudios, el decremento de glucosa en sangre de ratas con diabetes

experimental, se le atribuyé al DQI aislado de C. ficifolia.

Por otro lado, se ha demostrado también que un extracto acuoso de /. sonorae
disminuye los niveles de glucosa en sangre de ratones sanos y con diabetes
experimental. En otro estudio, se logré demostrar que bloquea los canales K'atp
en aorta toracica de rata, por lo que se ha sugerido que su mecanismo de accion
hipoglucemiante podria estar asociado con la secrecion de insulina, de manera
similar a las sulfonilureas. Desde el punto de vista fitoquimico, se han propuesto a
varios monoglicéridos y acidos grasos como los responsables del efecto
hipoglucémico en un extracto diclorometanico. En cuanto al extracto acuso, se le
atribuye el efecto a las cucurbitacinas (terpenoides oxigenados tetraciclicos). Asi,
estas plantas representan una alternativa util para el control de la DT2 al alcance
de la mayoria de la poblacién. No obstante, aun falta profundizar en el
conocimiento de su efecto hipoglucémico. La cuantificaciéon en la expresion del
gen de insulina, en células tratadas con estos extractos, no se ha investigado aun.
El objetivo de esta investigacion es establecer la influencia de estos extractos
sobre la produccion y secrecion de insulina en un cultivo de células secretoras de

insulina (RINmMSF).
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Metodologia

La linea celular RINmSF (proveniente de insulinoma de rata), fue tratada 24 horas
con el extracto acuoso de C. ficifolia (0.25uM) y con DQI (0.25uM). De manera
independiente se probd el extracto de /. sonorae (0.25 pg/mL). Se extrajo el ARN
total de las células tratadas y se determind la expresion de insulina y de Kir6.2
mediante PCR en tiempo real. Adicionalmente se cuantificé la concentracién de
insulina (mediante la técnica de ELISA) y Ca?" (mediante un método

espectrofotométrico).
Resultados

C. ficifolia y DQI incrementaron la expresion del ARNm de insulina 6 y 4 veces,
respectivamente (p<0.0001) y Kir6.2 aumenté 150 veces mas (p<0.0001), tanto
con C. ficifolia y con DQI. La concentracién intracelular de Ca** aumenté 160%
(p=<0.0056). La secrecién de insulina aumenté 11%, (p<0.007). Por otro lado, .
sonorae redujo la expresion del gen de insulina 20% (p< 0.0001), la expresion de
Kir6.2 no mostrd cambios significativos. La concentracion del Ca®* intracelular

aumento 80%, (p<0.001). La secrecién de insulina aumentd 35% (p<0.0032).
Conclusiones

Se puede concluir que parte del efecto hipoglucémico del extracto acuoso de C.
ficifolia involucra el aumento de la expresion de insulina y Kir6.2, secrecion de
insulina y aumento de Ca?'. Por su parte, el extracto acuoso de /. sonorae
disminuye la expresidn de insulina, sin cambios en Kir6.2. Sin embargo,
incrementa la concentraciéon de Ca®* intracelular, con el aumento de la secrecion

de insulina.
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Summary
Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder of multiple etiologies. It is
characterized by chronic hyperglycaemia with disturbances of carbohydrate, fat
and protein, resulting from defects in insulin secretion and/or insulin action. As the
years pass metabolic control is increasingly difficult, becoming a major public
health problem worldwide. The International Diabetes Federation (IDF for its
acronym in English) estimated in 2010 that Mexico ranked tenth in the world with
6.8 million people with DM. The morbidity associated with diabetes, arises from
microvascular and macrovascular complications. Despite the widespread use of
drugs for this disease, more than 64% of the world population also uses traditional
medicine. In Mexico, two species of the family Cucurbitaceae, Cucurbita ficifolia
Bouché (C. ficifolia) and Ibervilliea sonorae Greene (I. sonorae) are studied
because of its hypoglycemic effects. Studies in healthy and diabetic mice and
patients with type 2 diabetes (T2D) who received an aqueous extract of C. ficifolia
showed a significant decrease in blood glucose levels. In another study, we
measured the ability of the extract channels to block ATP-dependent potassium
(K*atp), in the rat thoracic aorta. With this study, we tested if the hypoglycemic
effect of the aqueous extract of C. ficifolia could be associated with the secretion
of insulin, similar to sulfonylureas. The aqueous extract of C. ficifolia not blocked
the K'atp channels in rat thoracic aorta. However, another study in diabetic mice
that received the aqueous extract of C. ficifolia showed increased secretion of
insulin at 2 hours of measurement. Giving indications of insulin secretion by

administration of the aqueous extract of C. ficifolia. From the viewpoint
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phytochemical is proposed to D-chiro-inositol (DQI) as the molecule responsible
for the effect of the fruit hypoglycemic C. ficifolia. In other studies, the decrease in
blood glucose of rats with experimental diabetes was attributed to isolate DCI and

C. ficifolia.

On the other hand, it has also shown that an aqueous extract of /. sonorae lowers
blood glucose levels in healthy mice with experimental diabetes. In other studies, it
was possible to demonstrate that blocking the K*atp channels in rat thoracic aorta,
so it has been suggested that its hypoglycemic action mechanism may be
associated with the secretion of insulin, similar to sulfonylureas. From the
viewpoint phytochemical have been proposed several monoglycerides and fatty
acids such as those responsible for hypoglycemic effect in a dichloromethane
extract. As for the accused extract, is attributed to the effect cucurbitacins
(oxygenated tetracyclic terpenoids). Thus, these plants represent a useful
alternative to control DT2 available to most people. However, there is still a deeper
understanding of its hypoglycemic effect. Quantification in insulin gene expression
in cells treated with these extracts has not been investigated yet. The purpose of
this investigation is to establish the influence of the extracts on the production and

secretion of insulin in a cell culture secreting insulin (RINm5f).
Methodology

The cell line RINm5f (from rat insulinoma) was treated 24 hours with the aqueous
extract of C. ficifolia (0.25[1M) and DQI (0.250M). Tested independently extract |.
sonorae (0.25 mg/mL). Total RNA was extracted from treated cells was

determined and insulin expression of Kir6.2 and real-time PCR. Additionally,
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insulin concentrations measured (by ELISA) and Ca®** (by spectrophotometric

method).
Results

C. ficifolia and DCI increased the insulin mRNA expression 6 and 4 times
respectively (p < 0.0001) and Kir6.2 increased 150 fold (p < 0.0001), both with C
ficifolia and DCI. The intracellular concentration of Ca®" increased 160% (p <
0.0056). Insulin secretion 11% (p < 0.007). Furthermore, /. sonorae reduced
insulin gene expression 20% (p < 0.0001), Kir6.2 expression showed no significant
changes. The concentration of intracellular Ca?* increased 80% (p < 0.001). Insulin

secretion increased 35% (p < 0.0032).
Conclusions

It can be concluded that the hypoglycemic effect of the aqueous extract of C.
ficifolia involves increased and Kir6.2 expression of insulin, insulin secretion and
increased Ca®". For its part, the aqueous extract of /. sonorae decreases insulin
expression, without changes in Kir6.2. However, increases of intracellular Ca®*

concentration, with increased insulin secretion.
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1 INTRODUCCION

1.1 Definicién y complicaciones de la diabetes mellitus (DM)

La DM se define como un desorden metabdlico de etiologia multiple caracterizada
por hiperglucemia crénica. Las alteraciones del metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas, son resultado de defectos en la secrecion y/o accion de la

insulina (OMS, 1999).

Este padecimiento causa diversas complicaciones. Las complicaciones agudas
incluyen hipoglucemia, cetoacidosis y coma hiperosmolar (en estas dos ultimas
participan sindromes virales, infecciones de tracto urinario neumonia, etc.) debido
principalmente a un control inadecuado de la enfermedad (Chaithongdi y col.,
2011). Por su parte, las complicaciones cronicas incluyen dafo cardiovascular
(Bradan y col., 2012) que se debe principalmente, al desarrollo temprano de
cambios vasculares ateroscleréticos. Estos cambios vasculares son
principalmente en musculo liso, endotelial y celular, asi como rigidez arterial
(Naka y col., 2012) y nefropatia (Borgeson y col., 2012). Los estudios han
demostrado que la nefropatia diabética se asocia con la mortalidad
cardiovascular. La hipertensién, un factor de riesgo bien establecido para las
enfermedades cardiovasculares, contribuye a enfermedad renal terminal en la
diabetes (Musabayane, 2012). La retinopatia diabética es un trastorno
microvascular asociado con microaneurismas, hemorragias intrarretinianas,
perfusién capilar y neovascularizacion (Gardner y col., 2012; Figuerola, 1997,

D’Elia y col., 2011; Kerkeni y col., 2012).
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1.2 Clasificacion de la Diabetes Mellitus (DM)

El Comité de expertos de la Asociacién Americana de Diabetes (ADA), clasificé a

la DM en 4 grupos (ADA., 2011):

a) Diabetes tipo 1 (DT1. Destrucciéon de las células (1, por lo general
conduce a una deficiencia absoluta de insulina).

b) Diabetes tipo 2 (DT2. Resultado de un defecto en la secrecién de
insulina progresiva y resistencia a la insulina).

c) Diabetes gestacional. Se presenta en el embarazo y esta caracterizada
por resistencia a la insulina (Baci y col., 2012; Wang YH y col., 2012).

d) Otros tipos de DM (debidos a defectos genéticos en la funcién de las
células (1. Defectos genéticos en la accién de la insulina. Enfermedades del
pancreas exocrino (por ejemplo, fibrosis quistica). Por quimicos o drogas,
tal como en la tratamiento del VIH/SIDA o después de un trasplante de

organos (ADA, 2011).

1.3 Prevalencia de la diabetes mellitus (DM)

Del 5 al 10% de la poblacién mundial tienen DT1, mientras que del 85 a 90% de

los casos, son de DT2 (Rorsman y col., 2012).

La Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés) estimé en
el 2010, que México ocupd la décima posicidn entre los paises con el mayor

numero de personas con DM (6.8 millones). Sin embargo, la informaciéon es
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inexacta, con base a los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2006,

existian 7.3 millones de casos (Aguilar-Salinas y col., 2011).

La incidencia nacional de DT2 por ano es de 404,770 (Direccion General de
Epidemiologia (DGE), 2009) de los cuales 9.7% son mujeres y 8% hombres
(Escobedo-de la Pena y col., 2011). Para un total, que oscila entre los 6.5y 10

millones de pacientes (Federacion Mexicana de Diabetes (FMD), 2009).

1.4 Etiologia de la Diabetes Mellitus (DM)

La DT1 se desencadena por la destruccién progresiva de las células [ de los
Islotes de Langerhans debido a un proceso autoinmune (Ferreira y col., 2012).
Este fendmeno disminuye hasta un 90% la masa y la funcién de las células (1. La
prevalencia de DT1 es mayor en personas que presentan ciertos antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad (HLA Human Leucocyte Antigen),
localizados en el cromosoma 6 y que regulan la respuesta inmune. La presencia
de los antigenos HLA, DR3, DR4, DQA Arg 50 y DBQ predisponen el desarrollo
de la enfermedad, aunado al efecto de otros factores ambientales como virus,
sustancias toxicas u otros inmunogénicos (Notkins, 2002). Si bien, la contribucién
directa de anticuerpos a la patogénesis de la enfermedad es controvertida. La
isoforma mas pequefa de glutamato descarboxilasa (GAD65) estd implicada
como un autoantigeno. Este contribuye de manera importante en la patogénesis
de la destruccion de las células 1. Autoanticuerpos dirigidos a GAD65 (GAD65AD)
estan presentes en la mayoria de los pacientes de inicio de DT1 (Giuliani y col.,
2009). En general se reconoce que el mecanismo de destruccion de las células [

esta mediado por las células T autorreactivas que habian escapado a la selecciéon
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timica. Los autoanticuerpos contra la isoforma de 65 kd de glutamato
descarboxilasa (GADG65Ab) son marcadores humorales de la respuesta
autoinmune de DT1. Sin embargo, hallazgos recientes sugieren que GADG65Ab
existe también en individuos sanos, en donde se bloquea su union a GAD65 por
anticuerpos especificos anti-idiotipicos (anti-ld). La concentracion sérica de
GADG65ADb especificos anti-Id en pacientes con DT1 es significativamente menor

en comparacion a la de los individuos sanos (Wang Xin y col., 2012).

Por otro lado, uno de los primeros eventos que conducen a DT2, es la resistencia
a la insulina (RI), generalmente asociada con la obesidad (Barbarroja y col.,
2012). Una respuesta inflamatoria, aumento del nivel de dafio oxidativo del ADN,
la condicion de hiperglucemia y la generacién de especies reactivas de oxigeno

(ROS) son la causa del dano al ADN (Manoel-Caetano y col., 2012).

La RI lleva a un incremento de la sintesis y secrecion de insulina (Eckel y col.,
2011). La hiperinsulinemia compensatoria, es capaz de mantener la homeostasis
metabdlica por afios (Eckel y col., 2011). Los individuos con intolerancia a la
glucosa y los diabéticos de corta evolucién son hiperinsulinémicos, caracteristica
tipica de Rl (De Cosmo y col., 2012). En combinacion con diversos factores como
sobrepeso, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipertensién, hiperglucemia,
etc., establecen el sindrome metabdlico (Povel y col., 2012), que puede anteceder
al desarrollo de DT2 (Figuerola, 1997; Gaddam y col., 2011; Olokoba y col.,

2012).

La obesidad y el sedentarismo son factores que acentuan la Rl (Meyer y col.,

2011). La obesidad, predominantemente abdominal, lleva a una mayor secrecién
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de acidos grasos libres y desregulacion en la produccion de citocinas. Aumento
de la produccién de adipocinas/citoquinas, incluyendo factor de necrosis tumoral-
1, resistina y la proteina de union al retinol 4. Asi como niveles reducidos de
adiponectina, las cuales establecen un perfil inflamatorio tipico que conduce al
desarrollo de RI (Eckel y col., 2011). El inicio de la DT2, tiene un caracter
irreversible en la mayoria de los casos. Esta asociada a RI, obesidad y a defectos
en las células [1. La capacidad de las células [ para liberar insulina en respuesta
a glucosa es de suma importancia en la homeostasis de la glucosa en sangre.
Estudios recientes en humanos y roedores apoyan el concepto de que las
alteraciones en las células 1 del pancreas conllevan a la DT2 (Martin-Gronert y
col., 2012; Triplitt., 2012). La disminuciéon en su masa y volumen debido a la
disfuncién de la mitocondria causa estrés oxidante, asi como disminucion de la
sintesis de ATP (Nguyen y col., 2011). El incremento en la apoptosis, que no se
compensa adecuadamente por la regeneracién de estas células [ causa DT2
(Marchetti y col., 2010). El adecuado funcionamiento del reticulo endolpasmico
(RE) es indispensable para las células [ pancreaticas. El estrés en este organelo
es un factor que contribuye a la muerte de estas células en DT2 (Kirkpatrick y

col., 2011; Bartolome y col., 2012).

Los factores genéticos juegan un papel importante en el desarrollo de la DT2
(Gamboa-Meléndez y col., 2012; Khan y col., 2012). El gen HMGA1 esta
involucrado en la patogénesis de la resistencia a la insulina y DT2. Variantes
genéticas de HMGA1 (por sus siglas en inglés: Variants of high-mobility group A7)

son capaces de reducir los niveles intracelulares del receptor de insulina en los
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tejidos diana de insulina (Brunetti y col., 2011). Otro de los genes de riesgo mas
reproducibles es cdkal1 (por sus siglas en inglés: cyclin-dependent kinase 5
regulatory subunit associated protein 1-like 1) (Fu y col., 2012). Variaciones en
este gen estan asociadas con disminucion en la secrecion de insulina. En las
células 1 pancreaticas de ratones deficientes de Cdkal1, se observa deterioro en
la generacién de ATP miocondrial. Los islotes pancreaticos muestran hipertrofia y
deterioro del control de glucosa en sangre. Ademas los ratones son
hipersensibles a dieta alta en grasa, generando estrés del RE (Wei y col., 2011).
Los microRNA (miRNA), constituyen una creciente clase de RNA no codificantes
que regulan la expresion génica por represion de la transcripcion. Los miRNAs
juegan un papel importante en DT2 (Poy y col., 2004). EI miR-96, regula
negativamente la exocitosis de la insulina (Fernandez-Valverde y col., 2011).

Los receptores X del higado (LXR)-[1 y [, desempefian un papel crucial en el
control de la produccion y secrecion de insulina las células [1. Las variantes de
genes como NR1H2 y NR1H3, pueden alterar la funcion de las células [ del
pancreas (Ketterer y col., 2011). En un estudio europeo en pacientes con DT2; la
variante rs2248949 del gen NR1H2 se asocidé normalmente con resistencia a la
insulina. La deficiencia en el gen NR1H2 facilité el desarrollo de DT2 (Ketterer y

col., 2011).

1.5 Mecanismos de secrecion de insulina y regulacién

La secrecion de insulina es estimulada directamente por glucosa, secretagogos

no glucocidicos (aminoacidos vy lipidos), hormonas insulinotropas vy
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neurotransmisores. Los aminoacidos, principalmente arginina, leucina y lisina, son
capaces de estimular la secrecién de insulina. Los metabolitos de aminoacidos
como fenilpiruvato, [-cetoisocaproato, [I-cetocaproato o [I-ceto-[1-metilvalerato
también son estimuladores potentes de la secrecion de insulina (Montanya y col.,
2007). La exposicion prolongada de acidos grasos libres inhiben la secrecion de
insulina estimulada por glucosa (Juhl y col., 2002).

Los factores clave en el proceso de secrecion de insulina son:

» El transportador de glucosa transmembranal GLUT 1 y 3 en humanos y
GLUTZ2 en roedores.

> Canales especificos de K™ dependientes de ATP.

> Canales de calcio (Ca?*) dependientes de voltaje que favorecen la

liberacion de los granulos de insulina.

Cuando la concentracion de glucosa aumenta entre 4-8 mM en el plasma,
ingresa en la célula (1 a través del transportador GLUT1, GLUT2 o GLUT3
(dependiendo del organismo) (Rorsman y col., 2012). La glucosa se metaboliza a
glucosa-6-fosfato por la glucocinasa, cuyo gen estd regulado por insulina.
Posteriormente el nivel intracelular de ATP aumenta como consecuencia del
metabolismo de la glucosa. Los canales de K' se encuentran abiertos en
condiciones usuales de ATP. Contribuyen de forma sustancial a mantener el
potencial de membrana en reposo de las células 1. Cuando el nivel de ATP
aumenta; el canal de K dependiente de ATP (K'atp) de la subfamilia Kir6.2 se

cierra. La salida de este ion se ve alterada. Con este fendmeno, la membrana
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plasmatica de la célula [ se despolariza hasta alcanzar un voltaje en el que se
activan los canales de calcio (Ca**) dependientes de voltaje. La apertura del canal
permite la entrada de Ca?* y desencadena la movilizacién y liberacion de los
granulos de insulina. La activacién de fosfolipasa C, formacién de IP3 vy
diacilglicerol (DAG) son dependientes del aumento en la concentracién de Ca?".
El aumento en las concentraciones intracelulares de Ca®*, también pueden
aumentar la activacion de la proteina cinasa C (PKC). Estos mediadores

participan en la secrecion de insulina (Yamazaki y col., 2010).

Adicionalmente, diversas hormonas regulan la secrecion de insulina. Una de las
vias que potencia la secrecion de insulina, es la activacion de proteina cinasa A
(PKA), mediante la unién de hormonas a su receptor acoplados a proteina G,
presentes en la célula ] (Itoh y col., 2003). Asi, el glucagon la estimula y la
somatostatina la inhibe. Las hormonas gastrointestinales como GLP-1 (péptido
semejante al glucagon 1) y el GIP (polipéptido insulinotréfico dependiente de
glucosa) estimulan la secrecion de insulina mediante la unidon a su receptor
acoplado a una proteina G; en respuesta a la ingesta de alimentos (Gagliardino y

col., 2005).

La Figura 1, integra las vias de secrecion de insulina. La entrada de glucosa a la
célula es mediante el transportador GLUT-2 (roedores). La célula [1 es muy
sensible a la glucosa debido a las altas concentraciones de la glucocinasa.
Enzima que informa a la célula de cualquier cambio en el nivel de glucosa debido
a que la fosforila para su metabolismo (A). Cuando aumenta la concentraciéon de

glucosa en la célula [1; la célula acelera su metabolismo, lo que lleva al cierre de
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los canales K'atp en la membrana plasmatica (B). Estos canales estan
compuestos por un poro llamado Kir6.2 y por un receptor de sulfonilurea (SUR1).
La union intracelular de ATP al canal de K'atp lo cierra y esto induce la apertura
del canal de Ca**; lo que conlleva a la entrada de este idn al citoplasma de la

célula (C).

El aumento en la concentracién de Ca®* regula una serie de eventos (D). Por un
lado, la exocitosis de insulina mediada por segundos mensajeros dependientes de
Ca®*, como la PLC (E). La PLC se encarga de hidrolizar al fosfatidilinositol
bifosfato (PIP,) en DAG e IP; (F). Por otro lado, el DAG activa a PKC que también
puede activarse por Ca?* libre del citoplasma e induce la exocitosis de la insulina
(G). Por su parte, el IP; entra al RE para liberar mas Ca®* al citoplasma (H). La
PLC también puede activarse por un agente extracelular que se une a un receptor

de superficie celular (1).

La activacion del sistema parasimpatico estimula la secreciéon de insulina y
glucagoén, mientras que la activacién de receptores [-adrenérgicos la inhiben y los
‘l-adrenérgicos la estimulan. Ademas, los neurotransmisores como acetilcolina,
por lo general, potencian la secrecion de insulina por una doble accion. Aumentan
moderadamente la sefial de disparo, es decir, aumento de Ca®" intracelular. La
acetilcolina es secretada por el nervio vago en respuesta tanto en la anticipacién
de una comida como en su digestion. La acetilcolina se une a su receptor
activando a una proteina G acoplada. El resultado es un cambio conformacional
disociando la subunidad 7 de la proteina G que estimula a la PLC, la cual

hidroliza el PIP; (I) (Henquin, 2004; Yamazaki y col., 2010).
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Las hormonas como el GLP-1 y el GIP se unen a su receptor acoplado a
proteinas G, transmitiendo una senal a la adenilato ciclasa. Esta enzima genera
AMP ciclico a partir de ATP. El AMP ciclico interacciona con la PKC, activandola e
induciendo asi la secrecion de insulina. Asi mismo, La activacién de la PKA o
PKC aumenta la eficacia de la exocitosis de insulina mediada por Ca?* intracelular

(J) (Yamazaki y col., 2010).

Estos mecanismos bioquimicos tienen un tipo de amplificacion distinto de los
involucrados en la via de amplificacion de la glucosa y otros nutrientes. Por
ultimo, las hormonas y los neurotransmisores inhibitorios también actuan a través
de dos vias. Deprimen la secrecion de insulina, en parte por la disminucion de la
sefal de disparo (a través de la repolarizacion de la membrana). La reduccion de
Ca?* (inhibicion a través de cinasas o de proteinas G) disminuye la secrecién de
insulina. De manera especifica, la adenilato ciclasa puede ser activada o inhibida
por las proteinas G que estan acopladas a proteinas de membrana dependiendo
el estimulo hormonal. La somastatina (K) es un ligando inhibidor (Henquin, 2004;

Yamazaki y col., 2010).
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1.6 Mecanismo de accion de la insulina

La insulina se fija selectivamente a la subunidad 1 de su receptor; como
consecuencia de esta fijacion, la subunidad [ se autofosforila. En preparaciones
de receptores insulinicos aislados, la fosforilacidn ocurre exclusivamente en los
residuos de tirosina, mientras que en células intactas se aprecia también en los
aminoacidos serina y treonina (Florez y col., 1997). Dos vias principales de
transduccion son activadas por acciéon de la insulina: la via de la fosfatidilinositol
3-cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas).
Ambas vias regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la
regulacion del metabolismo energético, de la expresion genética y de efectos
mitogénicos El receptor de insulina, ademas de autofosforilarse, fosforila a otras
proteinas citosdlicas llamadas sustratos 1 y 2 del receptor de insulina (IRS1,
IRS2) en sus residuos de tirosina. Posteriormente, los sustratos se fijaran a
dominios SH2 de otras proteinas (p. €j., GRB2) y éstas a la proteina Sos, hasta
conseguir la activacion de Ras y la cascada de las MAPcinasas. (Reyes y col.,
2008). La via de la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce
sus funciones en el metabolismo de la glucosa y de lipidos. La transduccion de
sefiales a través de la via de PI3K se inicia cuando el receptor activo y
autofosforilado, interacciona con IRS y lo fosforila. Las proteinas IRS contienen un
dominio amino-terminal de homologia a pleckstrina (dominio PH) altamente
conservado, seguido por un dominio de unién a fosfotirosinas (PTB), que en

conjunto permiten el acoplamiento de IRS al IRS activo. Adicionalmente, los IRSs
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contienen entre 8 y 18 sitios potenciales de fosforilacion (en funcion del tipo de
IRS, de los cuales se conocen 4 isoformas, IRS-1 a IRS-4), que al ser fosforilados
por el IR, se convierten en sitios de unidn y activacion de proteinas que contienen
dominios SH2 (de homologia al dominio 2 de la proteina Src). Muchas de las
cuales funcionan como proteinas adaptadoras, como es el caso de PI3K, Grb2
(proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento), Crk Il, SHP-2 (proteina
tirosina fosfatasa con homologia a Src) (Reyes y col., 2008). La accion celular de
la insulina es pleiotropica, es decir, se manifiesta en forma de un conjunto de
acciones celulares que involucran muy diversas funciones con una determinada
secuencia temporal. En cuestion de minutos se aprecia la activaciéon del
transporte de hexosas (glucosa), modificaciones en la regulacién de genes y la
fosforilacion del receptor insulinico por parte de otras cinasas. Todos estos
efectos no requieren la sintesis de nuevas proteinas. Finalmente, si se mantiene
el contacto con la insulina, aparecen las acciones tardias, como sintesis de ADN y
ARN, proteinas y lipidos e influencia sobre el crecimiento celular (Florez y col.,

1997; Choi y col., 2010).

1.7 Terapéutica medicamentosa de la diabetes

La terapéutica farmacolégica de la diabetes se centra en dos objetivos
intimamente relacionados: a) mejorar la utilizacién de la glucosa y otros nutrientes
en los tejidos (aminoacidos, glicerol, acidos grasos y cuerpos cetdnicos) y b)
normalizar al maximo posible los niveles de glucemia sin perturbar de manera

notable el estilo de vida de quien la padece (Gagliardino, 2005). La pioglitazona y
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metformina son sensibilizadores de insulina usados para el tratamiento de la DT2
(Naka y col., 2012). La metformina y la fenformina, se administran casi siempre en
combinaciéon con una sulfonilurea. Su mecanismo de accion incluye la inhibicion
de la gluconeogénesis hepatica e incremento de la disponibilidad de la glucosa en
musculo y tejido adiposo. Tienen la ventaja de que no producen hipoglucemia,
pero en algunos casos provocan acidosis lactica, por lo que no se deben

administrar cuando hay lesién hepatica. (Figuerola, 1997).

Entre los principales hipoglucemiantes orales existentes para el tratamiento de la
enfermedad se encuentran las sulfonilureas. Actuan sobre las células [
inhibiendo el canal de K*atp y la salida de K, lo que induce la despolarizacién de
la membrana y la entrada de Ca?* extracelular (Proks y col., 2002. Favorecen la
exocitosis de los granulos de insulina. Las sulfonilureas incrementan la
sensibilidad de las células [1 a la glucosa, estimulandolas a incrementar la
secrecion de insulina. Las sulfonilureas s6lo pueden ser usadas en pacientes con
DT2, debido a que en la DT1 la masa de las células [, es casi nula (Willenborg y
col., 2011).

Las tiazolidinedionas, incluyen una serie de nuevos farmacos como, roziglitazona
y pioglitazona, entre otras. Estos farmacos estan dirigidos a reducir la Rl e
incrementar la actividad del receptor de insulina. A pesar de las grandes
expectativas iniciales en algunos de estos medicamentos, sus efectos
secundarios adversos han sido motivo de que algunos sean retirados del mercado

(Figuerola, 1997; Choi y col., 2010; Krentz y col., 2012).
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Los inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4), como la sitagliptina (Cerra y
col., 2012) y linagliptina (Ishiguro y col., 2012), son miembros de una clase de
agentes hipoglucemiantes orales, una nueva opcion de tratamiento de la DT2. Los
inhibidores de DPP-4 inhiben la peptidasa de serina DPP-4, que es responsable
de la escision rapida de las hormonas incretinas endogenas, como GLP-1y el GIP
in vivo. Después de la ingesta de alimentos, GLP-1 y GIP regulan la secrecién de
la insulina. La secrecion de glucagon también es reducida por GLP-1, que a su
vez reduce la gluconeogénesis hepatica. La prolongacion de la vida media de
estas incretinas aumenta la secrecion de insulina dependiente de glucosa. Inhibe
la produccion de glucosa enddgena y disminuye la glucosa en sangre (Hoimark y
col., 2012; Russell-dJones y col., 2012).

En relacion con la terapia farmacoldgica, la insulina es una hormona
hipoglucemiante, utilizada con mayor efectividad para disminuir la glucosa en
sangre. Es un polipéptido de 51 aminoéacidos (5,8 kD) sintetizado por las células [
del pancreas. Consta de dos cadenas, la [ con 21 y la (] con 30 aminoacidos,
unidos entre si por dos puentes disulfuro (Florez y col. 1997). La administracion
de insulina exdgena representa una buena alternativa terapéutica, pero se emplea
sélo cuando el resto de hipoglucemiantes ha perdido su efecto (Figuerola, 1997).
A pesar del amplio uso de estos medicamentos aun no se ha demostrado de
manera concluyente su eficacia para evitar el desarrollo de las complicaciones
cardiovasculares e inclusive se ha llegado a asegurar que aumentan la incidencia
de éstas (Figuerola, 1997). Ademas, muchos pacientes no solo intentan controlar
su enfermedad con la administracién de estos medicamentos, sino también

acuden al uso de remedios herbolarios, los cuales, ya sea solos o en combinacién
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con los medicamentos de patente, son altamente consumidos. De hecho, se
tienen reportes que mas del 64% de la poblacién mundial recurre a la medicina
tradicional, como Unica alternativa a su alcance, para resolver sus problemas de
salud (Farnsworth y col., 1995).

En nuestro pais el uso de plantas medicinales es tan amplio como ancestral. El
conocimiento y uso de plantas medicinales es de primordial relevancia en
comunidades rurales, sobretodo indigenas, quienes durante siglos han
preservado sus conocimientos empiricos sobre las propiedades curativas de las
plantas, transmitiéndolas a lo largo de generaciones. Existen plantas que se
utilizan como antiinflamatorias, anticancerigenas, antivirales, antibacteriales,
antidiabéticas, antioxidantes, etc. En el caso particular de la diabetes, se tienen
reportes del uso de mas de 350 plantas para el control empirico de DT2 (Romero

y col., 2009).

Dentro del grupo de plantas que se emplean como remedio antidiabético,
destacan Cucurbita ficifolia Bouché (C. ficifolia) e Ibervilliea sonorae Greene (.
sonorae). Dos especies de la familia Cucurbitaceae ampliamente estudiadas en
México. Estas plantas representan una alternativa util en el control de la DT2 al
alcance de la mayoria de la poblacién. Ademas se consideran una fuente
potencial de materia prima para la obtencion de nuevos farmacos
hipoglucemiantes orales. Sin embargo, su investigacion experimental y clinica en
nuestro pais es todavia preliminar y aun no se conocen los mecanismos de accién

hipoglucemiante.
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2. Antecedentes

Cucurbita ficifolia Bouché (C. ficifolia)

Se han realizado diversos estudios en C. ficifolia, conocida en México como
‘chilacayote”. La planta se cultiva por sus frutos comestibles. El efecto
hipoglucémico del fruto de C. ficifolia se ha estudiado en diversos modelos como:
ratas, ratones y conejos. Los estudios realizados con ratones sanos a los que se
administraron 500mg/Kg peso del jugo de C. ficifolia via intraperitoneal y oral,
demostraron su efecto hipoglucémico (disminucion de hasta 50 mg/dl). Este
efecto también se observo en ratas con aloxana bajo un esquema de tratamiento
que involucra la administracion diaria (500 mg/Kg de peso), via oral, del jugo de
C. ficifolia durante 14 dias (disminucién de glucosa de manera progresiva; de

hasta 50 mg/dl) (Alarcén y col., 2002).

La administracion oral de C. ficifolia (4 ml/kg), en pacientes con DT2 (con
glucemias de entre 150-300 mg/dl), mostré disminucion de glucosa en sangre de

estos pacientes después de 3 h de tomar el extracto (Acosta y col., 2001).

En otro estudio se midi6 la capacidad de este extracto para bloquear los canales
K*atp, €n aorta toracica de rata. Con este estudio, se establecio si el efecto
hipoglucémico del extracto acuoso de C. ficifolia podria estar asociado con la
secrecion de insulina, de manera similar a las sulfonilureas. Sin embargo, los

resultados fueron negativos (Banderas-Dorantes, 2012).

En suma, el fruto de C. ficifolia es comunmente usado como un agente

antidiabético. Sin embargo, su efecto hipoglucémico es desconocido. En este
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sentido, el presente trabajo esta dirigido a determinar si el efecto hipoglucémico

de C. ficifolia involucra la produccion y secrecion de insulina.

Desde el punto de vista fitoquimico, se propuso al D-quiro inositol (DQI) como la
molécula responsable del efecto hipoglucémico del fruto de C. ficifolia. Un
monitoreo en la progresidon de ratones sanos, a ratones con obesidad-no
diabéticos, mostré mayor excrecidn urinaria progresiva de myo-inositol (precursor
de DQI), aunado a una disminucion urinaria progresiva de DQI. Este patrén de
excrecion alterado, se observé en monos obesos-no diabéticos. Sugiriendo que,
estos cambios se dan en funcién de la resistencia a la insulina (Larner., 2001). En
otro estudio, el decremento de glucosa en sangre de ratas con diabetes

experimental, se le atribuyé al DQI aislado de C. ficifolia (Xia y col., 2006).

Un estudio evaluo los efectos antidiabéticos del extracto acuoso del fruto de C.
ficifolia, en un modelo experimental de ratas con diabetes inducida por
administracion de estreptozotocina. La administraciéon oral de extracto acuoso del
fruto de C. ficifolia (10 y 20 mg de extracto de C. ficifolia, con base en el contenido
de DQI/kg; durante 30 dias), caus6 disminucién significativa de glucosa en
sangre. Ademas de aumentar los niveles de glucégeno hepatico, hemoglobina

total e insulina plasmatica (Xia y col., 2006).

Adicionalmente, el analisis histolégico de pancreas de ratones que recibieron C.
ficifolia reveld un incremento en el niumero de islotes pancreaticos. Proponiendo
que las células [ pancreaticas expuestas a diferentes dosis de C. ficifolia
aumenta su proliferacion, la produccion y liberacién de insulina, lo cual podria

explicar el efecto hipoglucémico de C. ficifolia (Garcia-Gonzalez, 2009).
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Ibervillea sonorae Greene (. sonorae)

La raiz de I. sonorae, o "wareque" es también ampliamente utilizada en la
medicina tradicional mexicana para el control de la DM. Es una planta dioica
perenne. Pertenece a la familia Cucurbitaceae. Se localiza en zonas semiaridas
de los estados de Sinaloa, Sonora y Baja California. Algunos grupos étnicos usan
la raiz con multiples propdsitos: antirreumatico, antiinflamatorio, analgésico,
cardiotonico y se dice que es efectiva para curar el cancer y como antidiabética
(Alarcon y col., 2005). En un estudio in vivo se administr6 de manera aguda y
cronica tanto la preparacion tradicional (decoccidn acuosa) como el extracto crudo
(jugo) de la raiz, dando como resultado reducciones significativas de la glucemia
en ratones sanos tras la administracion intraperitoneal (600 mg/kg para ambos
extractos). Asi mismo, la dosis de 300 mg/kg/dia por via oral a ratas diabéticas
causé mejora significativa en el peso corporal, en la glucemia y en la
trigliceridemia, en comparacion con el grupo diabético que no recibié el extracto.
El colesterol total y los niveles de acido urico no se vieron afectados (Alarcon y

col., 2005).

En otro estudio se midi6 la capacidad de este extracto para bloquear los canales
de K'atp, en aorta toracica de rata. Con este estudio, se establecié si el efecto
hipoglucémico del extracto acuoso de I. sonorae podria estar asociado con la
secrecion de insulina, de manera similar a las sulfonilureas. El resultado fue

positivo (Banderas-Dorantes, 2012).
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Desde el punto de vista fitoquimico se ha propuesto una mezcla de once
monoglicéridos (MG) y cinco acidos grasos (AG), incluyendo los acidos laurico,
miristico, pentadecanoico, palmitico y estearico, como la responsable del efecto
hipoglucémico. La actividad observada en el extracto diclorometanico
(administrada por via intraperitonial en ratones sanos a una dosis de 300 mg/kg) y
por la mezcla obtenida de la raiz de /. sonorae de MG-AG (administrada por via
intraperitonial en ratones sanos de 150 mg/Kg) apoya el uso popular de esta
planta en el tratamiento de la diabetes en la medicina tradicional mexicana

(Hernandez y col., 2007).

Ademas, en estudios recientes se ha demostrado que /. sonorae induce el cierre
de canales de K'atp en tejido aislado de aorta de rata (Banderas-Dorantesl, 2012).
Estos datos nos permiten suponer que el mecanismo de accion hipoglucémico de
esta planta es, inducir el cierre de los canales de K'atp . Por tal motivo, la
administraciéon del extracto de /. sonorae aumentaria las concentraciones
intracelulares de Ca®*, asi como la liberacién de insulina en células (1 del

pancreas tratadas con el extracto.

3. Justificacion

La diabetes es un problema mundial y en México la incidencia, prevalencia y
mortalidad estan incrementandose a un ritmo acelerado. La diabetes se presenta
en etapas cada vez mas tempranas de la vida, con el consecuente incremento de

las complicaciones.
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La DT2 se considera como la patologia de indole endocrina mas frecuente y una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad en México. Ademas, la
diabetes y sus complicaciones tienen un importante impacto econémico en
quienes la padecen, sus familias, los sistemas de salud y los paises. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que entre 4 y 5% de los
presupuestos de salud se gastan en las enfermedades relacionadas con diabetes.
Los gastos médicos de una persona con diabetes son dos a cinco veces mas
altos que los de una persona sin esta enfermedad. Esta es |la causa de la mayor
parte de las visitas médicas, la razén principal de adquisicion de aditamentos
médicos y de medicamentos, asi como la primera causa de ingreso a los

hospitales.

Las alternativas terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad no son
curativas y hasta el momento no se ha encontrado ninguna terapia alternativa que
lo sea. Ademas, a pesar de tener una terapia farmacoldgica, los pacientes siguen
utilizando plantas con propiedades antidiabéticas como alternativa de tratamiento
para su enfermedad. Por esta razon, las plantas medicinales representan una
fuente de materia prima para la busqueda de nuevas sustancias o mezclas de
sustancias que permitan ofrecer alternativas novedosas de tratamiento para el
paciente. Sin embargo, antes de iniciar su estudio a nivel clinico, es necesario
conocer los posibles efectos por los cuales estas plantas ejercen su efecto
hipoglucémico a nivel experimental, a través de la investigacion cientifica.

C. ficifolia contiene DQI e I. sonorae contiene glicéridos y acidos grasos. Dichos
compuestos se han propuesto como los responsables del efecto hipoglucémico.

Sin embargo, no se conocen aun los mecanismos de accidon hipoglucemiante.
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Considerando que que /. sonorea bloquea los canales de K'atp y que C. ficifolia
promueve un aparente incremento en la densidad celular, los resultados
obtenidos ampliaran el conocimiento acerca de la accidén hipoglucemiante de
estas plantas antidiabéticas. Se aportara evidencia a nivel molecular de sus
efectos benéficos en la diabetes. Ademas, de apoyar la idea del desarrollo de
nuevos medicamentos o fitofarmacos con aplicaciéon clinica, con un conocimiento

cientifico que sustente su uso en el control de la diabetes.

4. Hipétesis:

C. ficifolia e I. sonorae descienden los niveles de glucosa en animales sanos y
diabéticos. Por lo tanto, su accidén hipoglucemiante debe estar mediada por el

aumento en la sintesis y secrecién de insulina.

5. Objetivo general:

Determinar la participacién de la sintesis y liberacion de insulina en el efecto

hipoglucémico de las dos cucurbitdceas en la linea RINm5F.

5.10bjetivos particulares

Demostrar en células RINm5F que los extractos hipoglucemiantes de C. ficifolia e

|. Sonorae:

» Inducen la expresion del RNAm de insulina y Kir6.
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» Incrementan el contenido de Ca?" intracelular.

» Aumentan la secrecion de insulina.

6. Material y métodos

6.1 Material vegetal

El fruto maduro de Cucurbita ficifolia se colectd en el municipio de Acolman,
Estado de México (Septiembre). El diametro del fruto fue de 21.5 cm; longitud de
la semilla: 1.6 cm. La identificacién taxondmica se hizo por medio del cotejo de las
hojas de la planta colectada con ejemplares del herbario de plantas medicinales

del IMSS (Herbario-IMSSM).

La raiz de /. sonorae se colecté en el poblado de Carbd en el estado de Sonora,
en enero, abril y septiembre. El peso aproximado de cada tubérculo colectado fue
de 2.5 kg. La identificacidon botanica de la especie se realizé por medio del cotejo

de ejemplares del herbario-IMSSM y MEXU (UNAM).

Para la obtencion de los extractos se siguid la metodologia de Contreras-Weber y

col., 2002; Alarcén-Aguilar y col., 2002; Hernandez y col., 2007.

6.2 Obtencion de los extractos acuosos

Cucurbita ficifolia Bouché (C. ficifolia)
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Se utilizé unicamente el endocarpio del fruto libre de semillas, el cual fue cortado
en rebanadas delgadas que se colocaron en un recipiente para su deshidratacién
a temperatura ambiente y con aireacién constante. El material seco se trituré en
un molino eléctrico marca Turmix, usando una rejilla de 1 mm de diametro. Se
tomaron 100 g del fruto seco de C. ficifolia y se sometieron a maceracién con
agua (1 L) durante 72 horas dentro de una campana de flujo laminar con aeracién
constante. Cada 24 horas se recuperé la fase acuosa, la cual fue liofilizada (8
h/dia). El producto resultante, se utilizé en los experimentos correspondientes

(Figura 2).

Ibervillea sonorae Greene (I. sonorae)

La raiz de I. sonorae se cortd en rebanadas delgadas que se colocaron en un
recipiente para su deshidratacion a temperatura ambiente y con aireacion
constante. El material seco se trituré en un molino eléctrico marca Turmix, usando
una rejilla de 1 mm de diametro. Se tomaron 50 g de la raiz seca de I. sonorae y
fue sometida a decoccion en 1 L de agua durante 10 minutos. El producto se
colocd durante 72 horas dentro de una campana de extraccidn con aeracion
constante, la cual fue liofilizada (8 horas/dia). El producto resultante, con

rendimiento del 10%, se utilizé en los experimentos correspondientes (Figura 3).
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Figura 2. Obtencion del extracto acuoso de C. ficifolia.

6.3 Analisis fitoquimico del extracto acuoso de C. ficifolia

Debido a que al extracto acuoso de C. ficifolia se le ha atribuido efecto
hipoglucemiante, por su contenido de DQI. Se caracteriz6 con base en el
contenido de esta molécula mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Para ello se utilizé un modulo de separacidon Waters 2695 con un
detector de indice de refraccion Waters 2697. Para la deteccién de DQI se usé
una columna LiChospher amino (NH2) 5um (4 x 250mm, 100 A®°). La fase movil
consistié en una mezcla de acetonitrilo (CH3CN) y H,O en una proporcion 90: 10,
con un flujo de 1 ml/minutos durante 10 minutos. La curva estandar se preparé
con 4 concentraciones ascendentes (50, 100, 200 y 400 mg/ml). El estandar de
DQI de Sigma (Aldrich) fue inyectado con el mismo sistema de HPLC (Garcia-

Gonzaélez, 2011).
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Figura 3. Obtencion del extracto acuoso de /. sonorae.

6.4 Cuantificacién de polifenoles totales en el extracto acuoso de /. sonorae

El contenido de polifenoles totales se realizé por el ensayo de Folin-Ciocalteau,
descrito por Ghiselli (1998), el cual se basa en la oxidacion de los fenoles por un
reactivo de molibdeno y wolframio (tungsteno). Se tomé una alicuota de 5y 50 ul
del extracto, el cual fue diluido en 2 ml de agua desionizada (H.Odd) y se le
adiciond 160 ul el reactivo Folin (1:20) y 480 ul carbonato de sodio al 20%. Se
incubaron durante 1 hora en oscuridad y temperatura ambiente y al término de
este lapso se paro la reaccion con H,Odd hasta obtener un volumen final de 4 ml.
La cuantificacién se realizé con una curva patrén de acido galico en un rango de
2-14 mg/L. Posteriormente la absorbencia fue medida a 760 nm (Pedret y col.,

2012; HOO y col., 2012).
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6.5 Efecto hipoglucémico del extracto acuoso de Cucurbita ficifolia Bouché

e Ibervillea sonorae Greene

Para evaluar el efecto hipoglucémico de los extractos acuosos de C. ficifolia e |.
sonorae se realizé un estudio agudo en ratones sanos de la cepa mus musculus
CD1 machos, de 8 semanas de nacimiento, con un peso promedio de 35 g. Se
midié la glucemia (Accu-Check sensor confort, Roche) en 3 grupos de ratones, a
diferentes tiempos (n=6, en cada grupo). La glucemia se midi6 al inicio (t=0) en
ratones con 12 horas de ayuno. Posteriormente se administraron los tratamientos
por via intragastrica de la siguiente manera: al grupo control se le administré
solucion salina; a los grupos control positivo se les administré glibenclamida 0.6
mg/Kg (como control positivo del efecto hipoglucémico) o sitagliptina 1.43 mg/Kg
(como control positivo del efecto hipoglucémico); los dos grupos restantes
recibieron cada uno de los extractos (500 mg/Kg para /. sonorae y 200 mg/Kg
para C. ficifolia) por separado. La glucemia se determiné a los 120, 240 y 360

minutos.

6.6 Cultivo de la linea celular RINm5F

La linea celular RINm5F es productora de insulina, proveniente de islotes
pancreaticos tumorales (Tiedge y col., 1993). Se adquiri6 comercialmente de
American Type Culture Collection (ATCC). Se sembraron en medio RPMI 1640
(11.1 mM de glucosa) (GIBCO). Fue suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato sddico, 20 pg/L de gentamicina, a 37° C
con una atmésfera del 5% de CO; y 95% de humedad hasta llegar a confluencia

(aproximadamente 72 h). Para resembrarlas se utilizé tripsina 0.025% en PBS y
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se crecieron en placas de cultivo de 6 pozos; se llevaron a confluencia para iniciar

los tratamientos.

El tratamiento con los extractos de C. ficifolia e |. sonorae se realizé a
concentraciones de 0.25 uM de DQI contenido en el extracto acuoso de C.
ficifolia. De 0.25 pg/ml de extracto acuoso de I. sonorae equivalente a 5.75X10”
de polifenoles totales. A las 24 horas se recuperd el medio de cultivo y se les
extrajo el RNA total. La concentracién de insulina se determiné al inicio del cultivo
y al final del tratamiento con el extracto correspondiente en las células de

RINmMSF, por el método de ELISA (ALPCO immunoassays) (Piro y col., 2002).
6.7 Viabilidad celular (Prueba de MTT)

Para determinar la viabilidad celular se utilizé la prueba de MTT por el método de
Mosmann (1983), que se basa en la capacidad de las deshidrogenasas de la
célula para reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium
(MTT) soluble en agua (amarillo), a formazan (azul) insoluble en agua. Se
sembraron 5000 células/pozo en placa de 96 pozos (Nunc) con medio RPMI-1640
completo y se dejaron crecer por 24 horas a 37 °C. Después se lavaron con
solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) y se les cambié el medio por uno
sin suero fetal de bovino. Se realizé una curva de concentraciones. Las células se
trataron con el extracto acuoso de C. ficifolia en concentraciones que van desde
0.1-50uM. Las células tratadas con el extracto acuoso de /. sonorae, se trataron
con concentraciones que van desde 0.1-10000ug/ml, durante 24 horas.
Posteriormente a las células fueron lavadas con PBS y se les adiciond una

solucion de 0.1 mg/ml de MTT en PBS a pH 7.5. Se incubaron por 3 horas a 37
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°C y 95% de humedad. Al finalizar el tiempo de incubacién se retird el medio
(color amarillo) de las células y se les agreg6 200 pl de una solucion de HCI 0.04
M en 2-isopropanol, durante 15 minutos, para disolver el formazan. EIl cambio de
absorbancia se leyéo a 570 nm en un lector de ELISA. La funcionalidad se
determind por el porcentaje del cambio de extincion del MTT con respecto al

grupo control (Mosmann., 1983; Stockert y col., 2012).
6.8 Extraccion de RNA total

Para la extraccion del RNA total de las células RINm5SF se empled la técnica
descrita por Chomczynski (1993). Para cuantificar la expresién del gen de insulina
se sembraron 1 x 10° células por cada tratamiento. Se traté a las células con el
extracto acuoso de C. ficifolia y con DQI a una concentracién de 0.25 uM. Para los
tratamientos con el extracto acuoso de /. sonorae se utilizé una concentracion de
0.25pg/ml, todos los tratamientos se aplicaron durante 24 horas. Posteriormente
se colectd el medio de cultivo y fueron lavadas con PBS. Se agregd 1 ml de
Trizol® y se levantaron con un gendarme de goma estéril. El homogenado se
depositdé en tubos Ependorff en donde se les dejo reposar 5 minutos a
temperatura ambiente. Después se agregaron 0.2 ml de cloroformo y se agito el
tubo por 15 segundos. Las muestras se centrifugaron a 11700g durante 15
minutos a 4 °C. Se colecto la fase acuosa (superior) y se le agregd 0.5 ml de
isopropanol; se dejo reposar 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se centrifugdé a 11700g durante10 minutos a 4 °C. Se decanto el sobrenadante y
el precipitado obtenido se lavé con 1 ml de etanol al 75% y se centrifugd a 11700g

durante 15 minutos a 4 °C. Se deseché el sobrenadante y el precipitado (RNA
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total) obtenido se secé al vacio. El boton de RNA se suspendié en una solucién
de dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1% o agua libre de RNAasas. Se observo la

integridad del ARN total, mediante un gel de agarosa al 1% (Fig. 9). Finalmente se

®
cuantifico el ARN por espectrofotometria mediante un NanoDrop a una

absorbencia de 260nm.
6.9 Cuantificacion de la expresion del ARNm de insulina

Transcripcién en Reversa acoplado a Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-

PCR) en tiempo real.

El cDNA se sintetiz6 a partir de 2 uyg de ARN total por PCR utilizando la
transcriptasa reversa ImProm II, también se utilizaron iniciadores al azar (random
primers 0.5 ug/ul). ElI volumen total de reaccién (20 ug) se incubd en el
termociclador de Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 con el
siguiente programa de ciclos: inicio 25 °C por 5 minutos, seguido por la extension
a 42 °C por 55 minutos y por ultimo se detuvo la reaccion inactivando la enzima a

70 °C por 15 minutos y enfriando a 4 °C por 5 minutos.

El cDNA se amplificé mediante la enzima ADN polimerasa del kit de “ADN master
plus SYBR Green 17 para el gen a estudiar: insulina, y [J-actina 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
contuvo 0.5 mM de oligonucledtidos de los genes insulina y Kir6.2, usando [
actina como gen de referencia (Tabla 1) y la mezcla de reaccién 1X que contenia

la enzima Fast Start, amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCl, 3.5 mM.
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Tabla 1. Secuencia de Primer y condiciones de PCR-RT

Temp de
Primer Secuencia (sentido/antisentido) | alineacion Tamaio Ciclos
(°C)
Rata 5-TGCCCAGGCTTTTGTCAAAC-3’ 61 187 pb 30
insulina
Rata 5-GTACAGATCATTGTGGGCGT-3 61 320 pb 35
Kir6.2
Rata 8-
’ 5-GTGGGTATGGGTCAGAAGGA-3 61 380 pb 35
actina

6.10 Cuantificacion de Ca?* intracelular

Para determinar el contenido de Ca®* intracelular se utilizé el método de Bellomo
y col., 1982), el cual se basa en la medicion espectrofotométrica del complejo
formado por Arsenazo Ill (acido 2, 2' dibencenoarsénico) y el Ca®" libre
intracelular. Se tomaron 5 ul de fraccién citosdlica a la cual se le adiciond 1 ml del
indicador Arsenazo Il (30 pl) preparado en HEPES 5.0 mM a pH 7.4. El complejo
formado Arsenazo llI-Ca?* se ley6 a una longitud de onda de 675 y 685 nm. La
concentracion intracelular de Ca* se determiné utilizando la siguiente ecuacién:

C= AAbs/(T1 — ) |

Donde:
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C: es la concentracién de Ca?* intracelular, AAbs 675 _ 635, [ es el coeficiente de
extincién molar (2.80 x 10%cmM) del complejo Arsenazo llI-Ca?*, [’ es el
coeficiente de extinciéon molar (0.19 x 10™*/cmM) del Arzenazo Il libre de calcio y 1
es el grosor de la celda. Los resultados se expresan como mol de calcio libre

intracelular/mg de proteina.
6.11 Determinacion del Contenido de Proteina

El contenido de proteina en las muestras se realizd por el método de Bradford
(1976) con el reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se tomé una alicuota de 5 ul de las
muestras y se le agregd 2.5 ml del reactivo Bradford (1:4), se incub6 20 minutos a
25°C. La cuantificacion fue realizada con una curva patrén de albumina sérica
bovina en un rango de 0.1-0.5 mg/ml. Posteriormente se leyo la absorbencia y se

determind la concentracion de la proteina.
6.12 Cuantificacion de la secrecion de insulina por el método de ELISA

Para cuantificar la secrecion de insulina se uso la técnica de ELISA. Se basa en
un inmunoensayo tipo sandwich con anticuerpos monoclonales especificos para
insulina, inmobilizados en una microplaca de 96 pozos en una fase sélida que
contiene controles estandares. Se colectd el medio RPMI de las células tratadas
durante 24 horas. Cada uno de los extractos correspondientes se afadié a los
pozos apropiados con una enzima peroxidasa de rabano y un anticuerpo
monoclonal marcado (conjugado). Las moléculas de insulina queden intercaladas
entre la fase sélida y el conjugado. Después de incubar por 2 horas en un agitador
mecanico a temperatura ambiente, los pozos de la microplaca se lavaron con

buffer de lavado para eliminar el conjugado no unido. Posteriormente se adicion6
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a cada pozo el sustrato proporcionado por el proveedor, incubando nuevamente la
microplaca en un agitador mecanico a temperatura ambiente por 15 minutos.
Durante este tiempo el sustrato reacciona con el conjugado unido en los pozos.
Después del tiempo de incubacién se detuvo la reaccion, anadiendo “stop
solution”, cambiando el color de azul a amarillo. Finalmente se midi6 la densidad
Optica por lector de microplacas a 450 nm con una longitud de onda de referencia
de 620 nm. La intensidad del color generado es directamente proporcional a la

cantidad de insulina en la muestra.

6.13 Analisis estadistico

Cada experimento se realiz6 por triplicado en eventos independientes. El analisis
estadistico de los resultados obtenidos se realizd mediante un analisis de
varianza (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey-Kramer. Se utiliz6 un nivel de

significancia del 95%.

7. Resultados

7.1 Cultivo de las células RINm5F

Transcurridas 96 horas se observa el crecimiento de las células en monocapa y

en confluencia (Fig. 4).
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Figura 4. Establecimiento de la linea celular RINm5F en medio RPMI 1640

suplementado con SFB 10%.

7.2 Cuantificacién de DQI y de polifenoles totales en el extracto acuso de C.

ficifolia e I. sonorae, respectivamente.

En la caracterizacién quimica por HPLC del extracto acuso de C. ficifolia se

encontrd que hay 3.32 mg de DQI por gramo de extracto de C. ficifolia.

Se obtuvieron 5 g de la raiz de I. Sonorae, con un rendimiento del 10% (Figura
3). Ademas se encontré que tiene 2.3 mg de polifenoles totales por gramo de

extracto de /. sonorae.

7.3 Efecto hipoglucémico del extracto acuoso de C. ficifolia

El grupo al que se les administré sitagliptina (como control positivo del efecto
hipoglucémico), se observa una disminucién de la glucosa del 75 % al minuto 120.
La glucemia del grupo de ratones a los que se les administré el extracto acuoso
de C. ficifolia mostré un descenso de 75% al minuto 240, en comparacion con el
grupo control. Sin embargo, el efecto hipoglucémico del extracto acuoso de C.

ficifolia, se mantuvo hasta el minuto 360 del estudio (Fig. 5).
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Figura 5. Glucemias después de la administracion de C. ficifolia, sitagliptina y
solucion salina. (* Diferencia significativa respecto al grupo control, p< 0.05).

Media £ S.M.E (n=6).

7.4 Efecto hipoglucémico del extracto acuoso de I. sonorae

El grupo al que se le administré glibenclamida (como control positivo del efecto
hipoglucémico) mostré descenso del 25% al minuto 120, en comparacion con el
grupo control. El grupo de ratones a los que se les administré el extracto acuoso
de /. sonorae mostré un descenso del 75% de glucosa en sangre, al minuto 240,
estadisticamente significativo en comparacién con el grupo control. Debido a la
hipoglucemia generada, unicamente sobrevivieron 4 ratones. Demostrandose asi

el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de /. sonorae (Fig. 6).
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Figura 6. Glucemias después de la administracién del extracto acuoso de I.
sonorae, glibenclamida y solucion salina. (* Diferencia significativa respecto al

grupo control, p< 0.05). Media + S.M.E (n=6).

7.5 Prueba de MTT en las células RINm5F

Las células RINmSF tratadas con el extracto acuoso de C. ficifolia y DQI a la
concentracion de 0.25 [IM mostraron un 98% de funcionalidad de las
deshidrogenasas de la célula, en comparacion con el grupo control (100%). A
partir de 1 yM se observa una disminucion del 20% en la funcionalidad de las
deshidrogenasas, estadisticamente significativo, en comparacion con el grupo
control. Mostrando un efecto citotoxico del extracto acuoso de C. ficifolia

concentracion-dependiente. Por lo que la concentracion de 0.25uM fue la elegida
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para tratar a las células, tanto con el extracto acuoso de C. ficifolia como con DQI

(Figura 7).

La funcionalidad de las células RINm5F se midié a diferentes concentraciones del
extracto acuoso de I. sonorae con la prueba de MTT. Las células tratadas con
0.25ug/ml (equivalente a 5.75X10” mg de polifenoles) del extracto acuoso de I.
sonorae mostraron un 105% de funcionalidad en comparacién con el grupo
control (100%). A partir de la concentracion de 1 pg/ml de este extracto, se
observa disminucion del 20% de funcionalidad estadisticamente significativo, en
comparacién con el grupo control. Mostrando un efecto téxico del extracto acuoso
de . sonorae concentracion-dependiente. Por lo que la concentracion de

0.25pg/ml fue la elegida para tratar a las células (Fig. 8).
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Figura 7. Efecto del tratamiento con el extracto acuoso de C. ficifolia sobre la
funcionalidad de las deshidrogenasas de las células RINm5F. Las células tratadas

con concentraciones de 0.1-50 uM durante 24 horas. El % de funcionalidad de las
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deshidrogenasas de las células se analizé mediante la prueba de MTT. (*

Diferencia significativa respecto al grupo control, p< 0.05). Media + S.M.E (n=6).
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Figura 8. Efecto del tratamiento con el extracto acuoso de /. sonorae sobre la

funcionalidad de las deshidrogenasas de las células RINm5F. Las Células

tratadas con concentraciones de 0.1-10000 pg durante 24 horas. El % de

funcionalidad se analiz6 mediante la prueba de MTT. (* Diferencia significativa

respecto al grupo control, p< 0.05). Media + S.M.E (n=6).

7.6 PCR en tiempo real para las células RINm5F

En la Figura 9 se representa en el eje Y la fluorescencia emitida. A mayor

fluorescencia, mayor expresion de los genes que se cuantificaron (insulina y Kir

6.2). El eje X representa el numero de ciclos (Ct) a los que se amplificé el gen. Se

utilizé el gen constitutivo (1 actina como gen de referencia.
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100

Figura 9. Curvas de amplificacion de PCR en tiempo real para el gen de insulina
y Kir 6.2. El cDNA fue sintetizado con 2ug total de ARN por PCR transcriptasa

reversa. Kit "DNA master plus SYBR Green 1 PCRMasterMix.

7.7 Expresion del gen de insulina de las células RINm5F

Las células tratadas con el extracto acuoso de C. ficifolia y DQI mostraron mayor
expresion del gen de insulina (6 y 4 veces mas, respectivamente),
estadisticamente significativa en comparacion con el grupo control. Las células
tratadas con glibenclamida no mostraron diferencia significativa en comparacién
con el grupo control (Fig. 10A). Por su parte, las células tratadas con el extracto
acuoso de [. sonorae mostraron menor expresion del gen de insulina (20%),
estadisticamente significativa en comparacion con el grupo control. Las células
tratadas con glibenclamida no mostraron diferencia estadisticamente significativa

(Fig. 10B).
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Figura 10. A: expresion del gen de insulina en células tratadas con el extracto
acuoso de C. ficifolia y DQI. B: expresion de insulina de las células tratadas con el
extracto acuoso de /. sonorae. (* Diferencia significativa respecto al grupo control,
p< 0.05). Media + S.M.E analizados con la prueba ANOVA (n=6). Gilib:
Glibenclamida, ns: diferencias no significativas en comparacion con los grupos /.

sonorae y Glib; Glib y grupo control).

7.8 Expresion del gen Kir 6.2 de las células RINm5F

Las células tratadas con 0.25 yM del extracto acuoso de C. ficifolia y DQI
incrementaron 150 veces la expresion del gen Kir6.2, estadisticamente
significativa en comparacion con el grupo control. Las células tratadas con 4uM de
glibenclamida, no mostraron diferencia estadisticamente significativa con respecto
al control (Fig. 11A). Las células tratadas con 0.25 pg/ml del extracto acuoso de /.
sonorae, no mostraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion

del gen Kir 6.2, en comparacién con el grupo control (Fig. 11B).
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Figura 11. Expresion de Kir 6.2 de las células tratadas con el extracto acuso de
C. ficifolia y DQI (A) (ns: diferencias no significativas en comparacion con el grupo
DQIl y el extracto acuso de C. ficifolia). Asi como con el extracto acuoso de |.
sonorae (B). (* Diferencia significativa respecto al grupo control, p< 0.05). Media +
S.M.E analizados con la prueba ANOVA (n=6). Glib: Glibenclamida, ns:

diferencias no significativas en comparacién con el grupo control.

7.9 Ca®' intracelular de las células RINm5F

La concentraciéon de Ca®" intracelular en las células tratadas con 0.25 puM del
extracto acuoso de C.ficifolia, DQI y glibenclamida (4uM) aumento (160%, 180% y
200%, respectivamente) de manera estadisticamente significativa en comparacion
con el grupo control (Fig. 12A). Las células tratadas con 0.25ug/ml del extracto
acuoso de /. sonorae muestran un incremento del 80% en la concentracion de
Ca?" intracelular, estadisticamente significativa en comparacién con el grupo

control (Fig. 12B).
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Figura 12. A: Concentracién de Ca®" intracelular en las células tratadas con el
extracto acuoso de C. ficifolia, DQI y Glib. B: células tratadas con el extracto
acuoso de /. sonorae. (* Diferencia significativa respecto al grupo control, p<
0.05). Media * S.M.E analizados con la prueba ANOVA (n=6). Gilib:

glibenclamida.

7.10 Secrecion de insulina de las células RINm5F

Las células tratadas con el extracto acuoso de C. ficifolia, DQI y glibenclamida
muestra mayor secrecion de insulina (11%, 5% y 17%, respectivamente),
estadisticamente significativa, en comparacién con el grupo control. Las células
tratadas con glibenclamida muestran mayor secrecién de insulina (21%) en

comparacién con el grupo tratado con C. ficifolia (Fig. 13A).

La secrecion de insulina en las células tratadas con el extracto acuoso de /.
sonorae, asi como las células tratadas con glibenclamida muestra mayor
secrecion de insulina (35%, en ambos tratamientos), estadisticamente

significativa, en comparacion con el grupo control (Fig. 13B).
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Figura 13. Secrecion de insulina en células tratadas con el extracto acuoso de C.

ficifolia, DQI y Glib (A). Asi como de las células tratadas con el extracto acuoso de

I. sonorae (B). (* Diferencia significativa respecto al grupo control, p< 0.05). Media

Glib: glibenclamida, ns:

=6).

S.M.E analizados con la prueba ANOVA (n

+

diferencia estadisticamente no significativa entre los grupos C. ficifolia y DQ, **

Significativamente diferente entre el grupo tratado con C. ficifolia y Glib.
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8. DISCUSION

Cucurbita ficifolia (popularmente conocida como chilacayote) es una planta
comestible mexicana cuya actividad hipoglucemiante, antioxidante vy
antiinflamatoria han sido demostradas en varias condiciones experimentales y
clinicas (Roman-Ramos y col., 2012). Este estudio es una aproximacion a la
elucidacién del efecto hipoclucémico de C. ficifolia por aumento en la expresion
del gen de insulina y del gen que codifica para la proteina que constituye el canal
K'ate. Ambos acciones pueden ser generadas por la presencia de DQI en el

extracto.

Recientemente el DQI se propuso como el compuesto responsable de los efectos
hipoglucemiantes de los frutos de C. ficifolia (Xia y col., 2006). DQIl fue
originalmente descubierto como un mediador de la accion intracelular de la
insulina. Se ha demostrado que acelera la defosforilacion de las enzimas,
glucoégeno sintasa y piruvato deshidrogenasa. Lo que limita las enzimas de la
eliminacién de la glucosa en la vias oxidativa y no oxidativa (Roman-Ramos y col.,
2012). Algunos estudios demostraron la existencia de una relacion lineal entre la
disminucién de la excrecién urinaria de la glucosa y el grado de resistencia a la
insulina (Laner, 2001). Cuando se analiz6 el contenido de los tejidos, incluyendo
los musculos de los sujetos con diabetes tipo 2, se demostré una deficiencia
corporal mas general de DQI. La administracion de DQI en ratas diabéticas,
monos rhesus y humanos acelerd la utilizaciéon de glucosa y la accién de la
insulina (Xia y col., 2006). Se observdé aumento significativo en la expresion del
gen de insulina y la secrecion de insulina de las células RINm5F tratadas con

DQI. Este resultado apoya la idea de que esta molécula es en parte, responsable
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del efecto hipoglucémico del extracto acuoso de C. ficifolia. Sin descartar la idea,
de que el sinergismo de otras moléculas contenidas en este extracto, estén

realizando su efecto hipoglucémico.

Por otro lado, Ibervillea sonorae Grenne (popularmente conocida como
“‘wareque”) es una planta dioica perenne. Entre las plantas mas utilizadas para el
control de la diabetes mellitus se encuentra . sonorae. Sin embargo, se
desconocen sus principios activos y los mecanismos de accion hipoglucemiante.
Aspecto primordial para poder fundamentar y validar cientificamente su uso en

pacientes (Alarcén y col., 2005).

En estudios preliminares se ha logrado observar que los tubérculos de /. sonorae
colectados en diferentes épocas del afio, pueden diferir en cuanto a su actividad
biolégica (Alarcon y col., 2008). Probablemente, su contenido de principios activos
es diferente. Considerando que el fruto de C. ficifolia se colecto en el mes de
septiembre y que se obtuvo un extracto a partir de éste, se decidid6 comprobar su

efecto hipoglucémico.

El efecto hipoglucémico de C. ficifolia evaluado en este estudio, concuerda con la
literatura (Alarcén y col., 2002; Andrade-Ceto y col., 2005; Xia y col., 2006). El
efecto hipoglucémico del fruto de C. ficifolia se ha estudiado en diversos modelos
como: ratas, ratones y conejos. Los estudios realizados con ratones sanos a los
que se administraron 500mg/Kg peso del jugo de C. ficifolia via intraperitoneal y
oral, demostraron su efecto hipoglucémico (disminucion de hasta 50 mg/dl). Este
efecto también se observo en ratas con aloxana bajo un esquema de tratamiento

que involucra la administracion diaria (500 mg/Kg de peso), via oral, del jugo de
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C. ficifolia durante 14 dias (disminucién de glucosa de manera progresiva; de

hasta 50 mg/dl) (Alarcén y col., 2002).

Los resultados con el extracto acuoso de | sonorae, también concuerdan con lo
encontrado en la literatura. En un estudio in vivo se administré de manera aguda y
cronica tanto la preparacion tradicional (decoccidn acuosa) como el extracto crudo
(jugo) de la raiz, dando como resultado reducciones significativas de la glucemia
en ratones sanos tras la administraciéon intraperitoneal (600 mg/kg para ambos
extractos). Asi mismo, la dosis de 300 mg/kg/dia por via oral a ratas diabéticas
causo mejora significativa en el peso corporal, en la glucemia, en comparacién

con el grupo diabético que no recibio el extracto (Alarcén y col., 2005).

El extracto acuoso de C. ficifolia y el DQlI aumentaron significativamente la
expresion del ARNm de insulina, asi como de la secrecién de insulina (Figura 10A
y 13A, respectivamente), estadisticamente significativa en comparacion con el
grupo control. Esto proporciona evidencia de la actividad del extracto acuoso de

C. ficifolia y apoya su uso como un coadyuvante en el tratamiento de la diabetes.

Sin embargo, la secrecion de insulina no sélo esta regulada por glucosa,
secretagogos no glucosidicos (aminoacidos y lipidos), hormonas insulinotropas y
neurotransmisores (Montanya y col., 2007). Ademas por las acciones combinadas
de factores de transcripcion, que también son necesarios para el desarrollo y la
supervivencia de las células de los islotes pancreaticos. Algunos de los factores
mas importantes que modulan la expresién del gen de insulina son: el factor de
transcripcion v-maf fibrosarcoma musculo-homélogo del oncogén A (MafA), el

factor de transcripcidn pancreatico/duodenal homeobox-1 (Pdx-1) y el factor de
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diferenciacion neurogénica 1 (NeuroD1) (Inada y col., 1999; Lee y col., 2000;
Kaneto y col., 2002; Ren y col., 2007). (Palgi y col., 2000; Yang y col., 2009; Cho
y col.,, 2012). Estos factores regulan la transcripcion del gen de insulina en
respuesta a diferentes estimulos, como lo son glucosa y la unién de GLP-1 a su

receptor.

La fosforilacion en PDX-1 y la glucosilacion en MafA y NeuroD1 se requieren para
su movilizacion al nucleo e induzcan expresion del gen de insulina. No hay
evidencias de que el extracto acuso de C. ficifolia contenga moléculas con
estructura quimica, similar, que active a estos factores. Sin embargo, se observé
un incremento en la expresion del gen de insulina de las células RINm5SF tratadas

con este extracto.

Un estudio en la linea celular proveniente de insulinoma de raton MING, mutantes
para FOXA2 (por sus siglas en inglés: Forkhead box a2, formerly Hepatocyte
nuclear factor 3beta), mostré una mayor secrecién de los granulos de insulina.
Adicionalmente, en ese mismo estudio se demostré que la inactivacion del gen
FOXAZ2 en células 1 maduras induce hiperinsulinismo e hipoglucemia en ratones
adultos (Lantz y col.,, 2004). Ademas regula genes, que pueden controlar la
biogénesis de los granulos de insulina y las interacciones de las proteinas SNARE
para su secrecion (Gao y col., 2007). En otro estudio se encontré que las células
1 que carecen de FOXA2 son esencialmente deficientes para las subunidades del
canal K’ atp. Estos hallazgos sugieren que FOXA2 actiia como un factor activador
transcripcional de la subunidad SUR1, asi como del canal Kir6.2 en las células 1.
Al sobreexpresar FOXA2 resulta en la activacién de casi 4 veces mas a Kir6.2.

FOXA2 es un potente transactivador de ambos genes en las células 1 del
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pancreas (Lantz y col., 2004). Podemos sugerir que el extracto acuoso de C.
ficifolia podria estar activando a factores de transcripcién involucrados con la
expresion de insulina y Kir 6.2, de tal manera que se incremente su expresion. Sin
embargo, es necesario realizar mas estudios. Por ejemplo, adicionar un inhibidor
de la expresién del gen de insulina para confirmar si esta actividad es mediada
por el extracto acuoso de C. ficifolia. También se observdé mayor secrecion de
insulina (11%) en las células RINm5F tratadas con el extracto acuoso de C.
ficifolia. Este resultado concuerda con un estudio en el que se traté a ratones
sanos con el extracto acuoso de C. ficifolia y se observdé mayor secrecion de

insulina (11%) con respecto al control diabético (Garcia-Gonzalez, 2011).

Por otro lado, hay factores que inhiben la expresién del gen de insulina. Tal es el
caso de la exposicién cronica de las células 1 a concentraciones de glucosa
superiores a las fisiolégicas (30 mM) debido a DT2. Lo que da lugar a la
disminucién de la transcripcién del gen de insulina. El factor de transcripcién
CCAAT/potenciador de unién a la proteina beta (C/EBPbeta), (basic helix-loop-
helix transcription por sus siglas en inglés) es un represor de la transcripcion del
gen de insulina en condiciones de glucosa alta (Lu y col., 1997). Probablemente
el efecto de I. sonorae de disminuir la expresion del gen de insulina sea activar

estas moléculas, sin embargo no hay evidencias al respecto.

En las células [, la transcripcién del gen Mct1 que codifica para la proteina MCT1
(transportadora de monocarboxilatos) tiene que ser muy bajo. Esto con el fin de
evitar la liberacion de insulina no apropiada desencadenada mediante la
circulacién de piruvato (Schuit y col., 2012). En una rara enfermedad genética,

que conduce a una mutacién en el promotor MCT1 induce que aumente en las
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células 1. Esto causa hipoglucemia por el hiperinsulinismo. Este ejemplo sugiere
que otras proteinas también podria participar en la liberacion anormal de insulina
(Schuit y col., 2012). Quiza el extracto acuoso de I. sonorae actua sobre alguno

de estos mecanismos para reprimir la expresion del gen de insulina.

La linea celular RINm5F proviene de un insulinoma de rata (Palgi y col., 2000;
Marsich y col., 2003; Matsuda y col., 2005). Los insulinomas son generalmente
causados por tumores pequenos del pancreas y una de las principales
caracteristicas de esta enfermedad es la secrecidn excesiva de insulina
(Lammoglia y col., 2008). El exceso en la transcripcion del gen de insulina y la

secrecion de la misma son caracteristicas de la linea celular.

Sin embargo, este estudio muestra que las células tratadas con el extracto acuoso
de 1. sonorae induce menor expresion del gen de insulina (Figura 10B). Se sugiere
que debe actuar sobre el mecanismo de represion del gen de insulina. La unica
accion aparente es la de secretar la insulina preformada en las células RINmSF,
probablemente debido a un aumento de la concentracion intracelular de Ca?*

intracelular (Fig. 12B).

Las células tratadas con glibenclamida, un potente agente hipoglucemiante,
perteneciente a la clase de las sulfonilureas, actia a nivel del canal de K'atp, Es
uno de los principales farmacos disponibles para el tratamiento de la DT2. Los
niveles de ARNm de insulina de las células tratadas con glibenclamida, no generé
cambios significativos (Fig. 10A y 10B). A corto plazo, el mecanismo de accién de
las sulfonilureas es liberan la insulina preformada en las células 1 del pancreas.

Su alta afinidad a la proteina SUR1 (constituyente de este canal) permite el cierre
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del canal de K*atp para aumentar la concentracion del Ca** e inducir la secrecion
de insulina (Florez y col., 1997). Esto explica por qué la glibenclamida no induce
la expresion del ARNm de la insulina. Su mecanismo de accion no es a través de
aumento en la expresion de este gen. En este estudio, la glibenclamida estimula
la expresion del gen Kir6.2 (Figura 11A y 11B). Sin embargo, hasta el momento
no hay informes en relacion con este hallazgo. La importancia de estimular la
expresion del gen Kir6.2, radica en el papel que juega este canal en la secrecién

de la insulina.

Estos canales (Kir6.2-SUR1) determinan el potencial transmembrana en reposo
porque se encuentran abiertos en situacidn de equilibrio. Son tetradimeros
rectificadores de entrada rapidos (KIR6.x) que cuentan con receptores de
sulfonilurea (SUR), miembros de la superfamilia ATP cassette vinculante (ABC)
(Fatehi y col.,, 2012). Estos canales responden a eventos metabdlicos para
generar actividad eléctrica en la membrana plasmatica. SUR1 se asocia a las
subunidades KIR6.2 con estequiometria 4:4 para formar el canal tetramérico,
(SUR1/KIR6.2). Las subunidades KIR6.2 forman el poro del canal, mientras que
SUR1 se requiere para la activacion y la regulacion. Su cierre permite la actividad
de otros canales, como lo es el canal de Ca*, por unos segundos Yy
posteriormente vuelve a establecerse su potencial de membrana en reposo con la
apertura del canal de K*atp (Aguilar y col., 1998).

El resultado de que el extracto acuoso de C. ficifolia no bloquea los canales de
K*atp, €N aorta toracica de rata (Banderas-Dorantes, 2012), aunado al estudio, en
el que se observa mayor secrecion de insulina en ratones tratados con este

extracto (Garcia-Gonzélez, 2011), nos llevo a estudiar la actividad del extracto en
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un modelo in vitro. Confirmando su efecto en el aumento de la sintesis y secrecion
de insulina. Aunado al antecedente de que dos genes KIR6.x y dos genes SUR
han sido identificados. Las combinaciones de subunidades dan lugar a subtipos
de canales K'atp que se encuentran en las células [ pancreéticas, neuronas,
musculo cardiaco, esquelético y liso. En las células [1 estos canales se componen
de subunidades Kir6.2 que forman el canal y por una porcién del canal llamada
SUR1, que son codificadas por los genes KCNJ11 y ABCCS8, respectivamente
(Fatehi y col., 2012). Abriendo la posibilidad de que el extracto acuso de C.
ficifolia actie especificamente sobre el canal de K'atp de la célula [ y no como la
glibenclamida, que ejerce su accion de manera no especifica. Bloquea los canales
de K'atp que se encuentran en todo el cuerpo.

El suministro de Ca ?* en la célula (1, induce la exocitosis de insulina mediada por
segundos mensajeros dependientes de Ca®" como la fosfolipasa C (PLC). La
PLC se encarga de hidrolizar al fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) en diacilglicerol
(DAG) e inositol trifosfato (IP3). EI DAG activa a la proteina cinasa C (PKC) que
también puede activarse por Ca** libre del citoplasma e induce la exocitosis de la
insulina. Asi mismo, el IP; entra al RE para liberar mas Ca?* al citoplasma
(Henquin, 2004), (Yamazaki y col., 2010). El receptor inositol 1,4,5-trifosfato
(InsP3R) es un canal de Ca** que se encuentra en RE sensible a IPs. Juega un

papel en la regulacién de la secrecién de insulina (Lee y col., 1998).

Este estudio abre la posibilidad de nuevas preguntas de investigacion. Una de
ellas es, determinar si el extracto acuoso de C. ficifolia aumenta la concentracion
de Ca®* mediante el receptor InsP3R o a través de la activacién especifica de los

canales de K'atp de la célula 1. Se ha reportado que estos canales tetradiméricos
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estan compuestos por diferentes subunidades del receptor Kirx-SURx en musculo

liso vascular, que en la célula (7.

El extracto acuoso de /. sonorae aumenta la concentracién de Ca®* intracelular.
Esto concuerda con el resultado de que el extracto acuoso de I. sonorae si
bloquea los canales de K'atp, en aorta toracica de rata (Banderas-Dorantes,
2012).

La mayoria de la insulina secretada por las células [ es la que se encuentra en
los reservorios, es decir, los granulos de insulina preformados. Para su liberacion,
los granulos deben ser reclutados hacia la membrana plasmatica del citoplasma,
donde son acoplados para la fusion de membranas vy liberar su contenido en el
espacio extracelular (Ren y col., 2007). Es probable que el extracto acuoso de /.
sonorae so6lo movilice los granulos de insulina preformados, induciendo su

secrecion.

Estos datos representan una aproximacion del efecto hipoglucémico, tanto del
extracto acuoso de C. ficifolia, como del extracto acuoso de I. sonorae. Por un
lado, el extracto acuoso de C. ficifolia, al parecer, activa al gen de insulina e
incrementa el Ca®" intracelular. Es probable que esté activando factores de
transcripcion involucrados como MAfA, PDX-1 y NeuroD-1 en la activacion del
gen de insulina. El aumento en la concentracion de Ca?* intracelular, proveniente
de la apertura del canal de K*atp. La movilizacion del Ca®* intracelular, también
puede provenir de RE. Por lo que sugerimos que el mecanismo hipoglucemiante
del extracto acuoso de C. ficifolia es mucho mas complejo que el de

glibenclamida, en las célula RINm5F.
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Por otro lado, el extracto acuoso de /. sonorae disminuye la expresion del gen de
insulina de las células RINM5F, sin embargo, aumenta la concentracion de Ca?*
intracelular, induciendo la secrecion de los granulos preformados que contienen a
la insulina. Por lo que el mecanismo del extracto acuoso de I. sonorae es mas

parecido al mecanismo de accion de glibenclamida.

10. CONCLUSIONES

1. El extracto acuoso de C. ficifolia y el DQI aumentan la expresion del RNAm de

insulina y de Kir6.2, incrementan el Ca®" intracelular y la secrecion de insulina.

2. El extracto acuoso de I. sonorae disminuye la expresiéon del gen de insulina, sin
modificar la de Kir6.2, aumenta la concentracién de Ca®* intracelular e induce la

secrecion de insulina.

3. La accién hipoglucemiante de ambos extractos es a través de diferentes

mecanismos que modulan la produccion y liberacion de insulina.
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10. PERSPECTIVAS
Cucurbita ficifolia Bouché

Se propone establecer si los canales de KATP, la movilizacién de Ca2’;, y los
factores de transcripcion del gen de insulina (MafA, Pdx-1, NeuroD1/Beta2)

participan en el mecanismo de accion hipoglucemiante de C. ficifolia y del DQI.

Ibervillea sonorae Grenne

Se propone establecer si el aumento en la secrecion de insulina por /. sonorae

esta mediado por la apertura de canales de K'atp en la linea RINmM5F.
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