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Resumen

La hiperglucemia crénica es el principal factor que determina el desarrollo de las
lesiones diabéticas, ya que conlleva a una condicion oxidante alterando la relacion de la
forma reducida y oxidada del glutation (GSH/GSSG). Mantener esta relacion depende
de un ciclo de 6xido-reduccion, a través del cual se metabolizan perdxidos organicos e
inorganicos y se conservan las concentraciones de GSH. En la diabetes la relacion se
encuentra alterada, contribuyendo de manera importante a la génesis de las
complicaciones diabéticas. Una alternativa para reducir la condicién oxidante y mejorar
la relacion GSH/GSSG pudiera ser el extracto de Cucurbita ficifolia Bouché

(Cucurbitaceae), debido a sus propiedades hipoglucemiante y antioxidantes.

El objetivo del estudio fue determinar las propiedades hipoglucemiantes y antioxidantes
de Cucurbita ficifolia Bouché y pioglitazona en ratéon diabético inducido con
estreptozotocina. El modelo experimental consistié en ratones macho de la cepa CD-1
distribuidos al azar en 4 grupos; control normal, control diabetes experimental
(estreptozotocina, 175 mg/Kg), diabetes experimental mas Cucurbita ficifolia (200
mg/Kg equivalente a 0.75 mg de D-quiro inositol) y diabetes experimental mas
pioglitazona (0.64 mg/Kg). Al término de los tratamientos (30 dias) se obtuvo sangre
total para determinar las concentraciones de glucosa y TBARS, y se extrajeron
fragmentos de higado, pancreas, rindn y corazdn para las determinaciones de GSH,
GSSG, la relacion GSH/GSSG vy las actividades de glutation peroxidasa y glutation

reductasa; asi como para determinar proteinas.

El grupo con diabetes experimental presentd las concentraciones de glucosa en sangre
mas altas de los grupos evaluados, asociada con polidipsia y polifagia. Los tratamientos
con Cucurbita ficifolia y pioglitazona disminuyeron la hiperglicemia en un 78 y 68%,
respectivamente; en el primer caso se llegd a valores cercanos al control. Ademas de

reducirse significativamente el consumo de agua y alimento.



En los tejidos higado y rifidn de los grupos diabetes experimental y el tratado con
pioglitazona mostraron decrementos de GSH y aumentos de GSSG, lo que redujo la
relacion GSH/GSSG, con respecto al control. En el grupo diabético, a pesar que en
pancreas y corazon no se observaron cambios en GSH, si aumentd en ellos GSSG,
reduciéndose las relaciones GSH/GSSG con respecto al control. El tratamiento con
Cucurbita ficifolia en higado, pancreas y riidn aumenté GSH, disminuyé GSSG v,
aumentd la relacion GSH/GSSG significativamente con respecto al grupo diabetes
experimental. En el caso del corazén, Cucurbita ficifolia no indujo cambios en esta

relacion.

Por su parte las actividades de GPx y GR en higado, pancreas y riidn de los grupos
diabetes experimental y el tratado con pioglitazona se encontraron incrementadas
significativamente con respecto al control. Cucurbita ficifolia restaur6 ambas actividades
a valores cercanos al control. En el caso del corazén, exclusivamente pioglitazona

decrecio significativamente GPx y GR, respecto al grupo diabetes experimental

En cuanto al grado lipoperoxidacion, evaluado por TBARS en plasma, fue mayor en el
grupo de diabetes experimental de todos los grupos estudiados. El tratamiento con
Cucurbita ficifolia ylo pioglitazona decrece las concentraciones de TBARS en 6.7 y

1.97 veces respectivamente cuando se comparan con el grupo diabetes experimental.

En conclusion, nuestros resultados confirman que la administracion oral del extracto de
Curcubita ficifolia tiene efectos hipoglucemiante y antioxidante. Como hipoglucemiante,
a reserva de ser confirmado en un futuro, al estimular la liberacion del péptido 1
analogo del glucagon GLP1 o como inhibidor de glucosidasas. En cuanto a la propiedad
antioxidante pudiera atribuirse al D-quiro inositol, hidroxifenol que metaboliza especies
reactivas de oxigeno. Ambas propiedades repercuten para que la via redox del GSH

trabaje con eficiencia.



Abstract

Chronic hyperglycemia is the main factor determining the development of diabetic
lesions, since it implies a condition altering the ratio of oxidizing the reduced form and
oxidized glutathione (GSH / GSSG). Maintaining this relationship depends on a redox
cycle, through which metabolize organic and inorganic peroxides and preserved GSH
concentrations. In diabetes the relationship is impaired, contributing significantly to the
genesis of diabetic complications. An alternative to reduce oxidative status and
improving the relationship GSH / GSSG might be the extract of Cucurbita ficifolia

Bouché (Cucurbitaceae), due to their hypoglycemic and antioxidant properties.

The objective was to determine the hypoglycemic and antioxidant properties of
Cucurbita ficifolia Bouché and pioglitazone in diabetic mice induced with streptozotocin.
The experimental model consisted of male mice CD-1 strain were randomly assigned
into 4 groups: normal control, control experimental diabetes (streptozotocin 175 mg /
Kg), Cucurbita ficifolia more experimental diabetes (200 mg / Kg equivalent to 0.75 mg
D-chiro inositol) and more experimental diabetes pioglitazone (0.64 mg / Kg). At the end
of treatment (30 days) was obtained to determine whole blood glucose concentrations
and TBARS, and fragments were extracted from liver, pancreas, kidney and heart for
the determinations of GSH, GSSG, the ratio GSH / GSSG and activities glutathione

peroxidase and glutathione reductase.

The experimental group presented with diabetes blood glucose concentrations higher
rated groups associated with polydipsia and polyphagia. Treatment with pioglitazone
decreased Cucurbita ficifolia and hyperglycemia in 78 and 68%, respectively, in the first
case it was close to control values. In addition to significantly reduced water and food

consumption.

In liver and kidney tissues of experimental groups and diabetes treated with pioglitazone
showed decreases of GSH and GSSG increases, reducing the ratio GSH / GSSG, with

respect to control. In the diabetic group, although in pancreas and heart showed no



changes in GSH, GSSG if they increased, reducing the relationships GSH / GSSG with
respect to control. Cucurbita ficifolia treatment in liver, pancreas and kidney increased
GSH, GSSG decreased and increased the ratio GSH / GSSG significantly from the
experimental diabetes group. In the case of the heart, Cucurbita ficifolia induced no

changes in this relationship.

For its part the activities of GPx and GR in liver, pancreas and kidney of experimental
diabetic groups and were treated with pioglitazone significantly increased over control.
Cucurbita ficifolia restored both activities to near control values. In the case of the heart,

only pioglitazone significantly decreased GPx and GR, for the experimental diabetes

group

Regarding the degree lipoperoxidation, evaluated by TBARS in plasma was higher in
the experimental diabetes group all groups studied. Cucurbita ficifolia treatment and / or
pioglitazone decreased concentrations of TBARS in 6.7 and 1.97 times respectively

when compared with the experimental diabetes group.

In conclusion, our results confirm that oral administration of extract of Cucurbita ficifolia
hypoglycemic and antioxidant effects. As hypoglycaemic, subject to be confirmed in
future by stimulating the release of peptide 1 analog of glucagon or GLP1 as an inhibitor
of glucosidases. On the antioxidant property is explained by the D-chiro inositol,
hydroxyphenol that metabolizes reactive oxygen species. Both properties have an

impact for the GSH redox pathway works efficiently.
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l. Introduccion

1.1. Generalidades, definicion y clasificacion de la diabetes mellitus

En la actualidad la diabetes mellitus (DM) plantea un grave problema mundial en
salud publica debido al aumento en su incidencia y prevalencia. De acuerdo con la
informacion disponible, México ocupaba el décimo lugar mundial en 1995 con 4
millones de enfermos y se estima que para el 2025 ocupara el séptimo con 12 millones.
La Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas, realizada en 1993, sefiald varios
datos de interés sobre el comportamiento de esta enfermedad en el pais, destacando
que un tercio de las personas que presentan diabetes desconoce que la padece. Por
otra parte, la prevalencia de 7.2 por ciento de los enfermos detectados por medio del
estudio de glucemia venosa, se incrementé hasta 8.2 por ciento, con la estimacién de la
curva de tolerancia a la glucosa. Estas cifras alarmantes son producto de cambios en la
alimentacion y una vida sedentaria, habitos que también favorecen la incidencia de la
enfermedad, la obesidad e intolerancia a la glucosa en los adolescentes. La diabetes
describe diferentes trastornos metabdlicos que resultan de alteraciones en la secrecion
de la insulina, en la respuesta periférica a esta hormona o ambas. Esto conduce a un
sindrome caracterizado por hiperglucemia crénica y alteraciones en el metabolismo de

carbohidratos, lipidos y proteinas (Rivera y col., 2002).

Se han descrito al menos cuatro variedades de la enfermedad, sin embargo, la
mayoria de los casos corresponden a diabetes tipo 1 y tipo 2. La diabetes tipo 1 (DT1)
se caracteriza principalmente por destrucciéon de las células- del pancreas, de manera
que la produccién de insulina es nula o insignificante. La diabetes tipo 2 (DT2), por su
parte, se caracteriza por resistencia de los tejidos periféricos a la accién de la insulina
(Levovitz, 1999). La DT2 es uno de los padecimientos con mayor demanda hospitalaria
a nivel mundial y ocupa el primer lugar de incidencia en nuestro pais. En los individuos
que padecen DT2 el principal defecto en la accion de la insulina se localiza a nivel post-
receptor (Saltiel y Khan, 2001). La accion de la hormona se ve alterada por estimulos
que inhiben la fosforilacidén del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) en residuos de

serina (Hotamisligil y col., 1994). A su vez, la falta de activacién de serina del IRS-1



reduce la fosforilacién de tirosina del IRS-1 en respuesta a la insulina, suprimiendo de
esta manera la senalizacion molecular intracitosélica apropiada de esta hormona,

causando resistencia a sus acciones (Paz y col., 1997).

El tercer grupo corresponde a otros tipos especificos de diabetes causados por
defectos genéticos en la funcion de las células-f o en la accion de la insulina, por
enfermedades del pancreas exocrino, por farmacos o por agentes quimicos que las
induzcan. Por ultimo la diabetes gestacional, que ocurre durante el embarazo
(Committee Report, 1997).

1.1.1. Diabetes experimental

Para el estudio experimental de la diabetes se cuenta con modelos espontaneos o
inducidos. Los primeros implican diversas alteraciones genéticas que llevan al
desarrollo espontaneo de la enfermedad; mientras que los segundos se inducen
experimentalmente (Diaz Flores, 2006). Los modelos espontaneos son relativamente
comunes y se presentan en diversas especies, como: ratén, rata, mono, criceto y
conejo. En el cerdo, mono, raton y rata se pueden desarrollar modelos con
hiperglucemia moderada o severa, obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la

insulina (Hugués-Hernandorena y col., 2002; Clifford y Flatt, 1988).

En los modelos inducidos, la diabetes se provoca mediante diferentes vias, entre
ellas: administracion de sustancias quimicas, métodos quirurgicos, lesiones a nivel de
hipotalamo ventro-medial, alteraciones dietéticas, induccién hormonal y manipulacion
genética; en estos modelos se observan trastornos en la biosintesis, secrecion o accion
de la insulina (Hugués-Hernandorena y col., 2002). Dentro de los agentes
diabetogénicos con mayor demanda estan la estreptozotocina y la aloxana, los cuales

actuan selectivamente destruyendo a la célula-p del pancreas.

1.1.2. Citotoxicidad de la estreptozotocina
La estreptozotocina (1-metil-1-nitrosouera-2-desoxiglucosa, STZ) esta clasificada

como un antibiético derivado de Streptomyces acromdégenes, con la propiedad de



inducir diabetes experimental en mamiferos. La diabetes inducida por STZ se identifica
por alteraciones en las concentraciones de glucosa e insulina sanguinea. Dos horas
después del tratamiento, la hiperglucemia se acompafa con una caida en los niveles de
insulina. Finalmente hay una hiperglucemia franca con niveles bajos de insulina (West y
col., 1996). Estos cambios son reflejo del dano en la funcion de las células-f del

pancreas.

La STZ es una sustancia relativamente selectiva para la célula-f pancreatica debido
a que se une al transportador de glucosa 2 (GLUT2), presente en su membrana; éste
reconoce el residuo de glucosa de la molécula de STZ, facilitando su entrada (Delaney
y col., 1995; Elsner y col., 2000), de tal forma que la reduccion en la expresion de
GLUT2 previene la accion diabetogénica de STZ (Shnedl y col., 1994). El blanco de
acciéon de la STZ es el DNA de la célula-3 del pancreas, se atribuye a dos mecanismos:
primero por ser un agente alquilante muy potente, propiedad que le confiere el residuo
1-metil-1nitrosourea, que alquila y fragmenta al DNA, especialmente en la posicién O°
de la guanina (Elsner y col., 2000); el segundo esta mediado por la produccion de éxido
nitrico. La STZ no es un donador espontaneo de éxido nitrico (NO-); éste se libera
cuando se metaboliza, sin que sea requerida la actividad catalitica de o6xido nitrico
sintasa para este efecto. Durante la accidén de la STZ se ha confirmado que el NO
contribuye a la destruccion de los islotes pancreaticos, exacerbando el dafio al DNA. Su
participacion se ha demostrado debido a que ocurren cambios similares a los originados
por NO, como el aumento en la actividad de la guanilato ciclasa y en las

concentraciones de GMPc.

El uso de inhibidores de la 6xido nitrico sintasa contrarrestan parcialmente la
fragmentacién de DNA inducida por STZ; un efecto similar se obtiene con atrapadores
del NO' (Duran-Reyes y col., 2004). La STZ también genera especies reactivas de
oxigeno (ERO), las cuales lesionan al DNA y provocan otros cambios deletéreos en las
células. La formacion del anion superoxido (O 7), precursor de ERO en la mitocondria,
es inducida por la STZ, debido a que al inhibir el ciclo de Krebs decrece el consumo de

oxigeno en la mitocondria, limitando la produccion de ATP y causando la caida de este



nucledtido en las células-B. La restriccion del ATP es mediada parcialmente por el NO-,
el cual al unirse con el Fe?* presente en la aconitasa, inhibe su actividad enzimatica
(Welsh y Sandler, 1994).

La desfosforilacion del ATP aumenta la disponibilidad del sustrato para la xantina
oxidasa (enzima con actividad alta en la célula-B) y la produccién de acido durico,
producto final de la degradacion del ATP. La xantina oxidasa cataliza la reaccion en la
cual se forma el O, y de éste derivan el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. La
inhibicion in vitro de la xantina oxidasa por el alopurinol restringe el efecto de STZ. A
pesar de que la principal causa de toxicidad de STZ se debe a su propiedad alquilante,
también participa la accion sinérgica del NO' y ERO, quienes de manera independiente
o a través de la formacion de peroxinitrito, (ONOO) lesionan al DNA. Como
consecuencia de la fragmentacion de DNA causado por la STZ, también se activa la
poli-ADP-ribosilacion (Sandlers y Swenne, 1983). Este proceso conlleva a una
disminucion de NAD" celular, asi como del contenido de ATP y la subsecuente caida en

la sintesis y secrecion de insulina.

1.2. Antecedentes

El estrés oxidativo es ampliamente aceptado como un mediador clave en el
desarrollo y progreso de la diabetes y sus complicaciones; deriva del incremento en la
produccion de radicales libres acoplado con una deficiencia de los sistemas
antioxidantes (Ceriello, 2003; Maritim y col., 2003). Actualmente se asocia con la
etiologia de numerosas enfermedades, destacando: ateroesclerosis, Alzheimer,
obesidad, sindrome metabdlico, hipertension, y diversos tipos de cancer, entre otras,
constituyendo, asi, uno de los mecanismos fisiopatolégicos mas importantes para

explicar diversos procesos morbosos (Drog, 2002).

1.2.1. Radicales libres
Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electron desapareado en su
ultima capa, lo que permite reaccionar con un elevado numero de moléculas de todo

tipo, primero oxidandolas y después atacando sus estructuras. Las formas parcialmente



reducidas del oxigeno se denominan especies reactivas del oxigeno (ERO). Es un
término colectivo que incluye, no soélo los radicales del oxigeno, sino también algunos
derivados reactivos no radicales del oxigeno. Ademas de las ERO, también son

importantes las especies reactivas del nitrégeno (ERN)(Van Haaften y col., 2003).

El estrés oxidativo puede producirse como consecuencia de un incremento de la
exposicion a oxidantes o del descenso de la proteccion contra éstos; ambos pueden
ocurrir simultaneamente (Davies, 1999). Por ello, el estrés oxidativo se define como un
desequilibrio entre la produccion de ERO y la protecciéon antioxidante (Sies, 1985;
Halliwell y Gutteridge, 1989). El incremento de ERO lesiona a proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos. De este modo, enzimas y proteinas estructurales,
membranas, ADN y RNA, son todos ellos susceptibles del dafio oxidativo (Sies, 1985;
Fridovich, 1995; Davies, 1999).

1.2.2. Clasificacion de los radicales libres

Los radicales libres se han clasificado de acuerdo con el grupo funcional presente en la
molécula (Hallinwell y Gutteridge, 1992). Los mas frecuentes son los radicales libres de
oxigeno, en cuya estructura esta presente el oxigeno (O2) como centro funcional. De
menor preponderancia son los que contienen azufre, fésforo o nitrgeno como centro
reactivo; dada la relevancia del oxigeno en los procesos aerdébicos, los radicales libres
de oxigeno son los mas comunes. La mayoria de ellos provienen de reacciones
metabdlicas en las que éste participa, de ahi que el O, sea una molécula
potencialmente toxica. La reduccidon univalente del O, genera intermediarios reactivos
en una serie de reacciones que involucran cuatro electrones, produciendo tres
compuestos denominados: el anién superéxido (O27), el peréxido de hidrogeno (H20,) y
el radical hidroxilo (‘(OH) (Hallinwell y Gutteridge, 1992). El H,O, no es un radical libre,
pero cae en la categoria de ERO por ser un compuesto intermediario importante en la
bioquimica de los radicales libres, ya que se descompone facilmente en presencia de
metales de transicién (principalmente Fe?*) para producir el ‘OH (Hallinwell y Gutteridge,
1992). Ademas del Oy, el nitrégeno también es capaz de formar radicales libres, como

oxido nitrico (NO’) y diéxido nitrico (NO;’), conformando las llamadas ERN (Drdoge,



2002). A su vez, los radicales *OH son capaces de reaccionar con las biomoléculas,
produciendo radicales libres organicos menos reactivos, como los peroxilos (ROO’) y
radicales tiol (RS’). Por su parte el O;°, y NO' reaccionan entre si para formar el
peroxinitrito (ONOO) (Hallinwell y Gutteridge 1992; Chesseman y Slater, 1993).

1.2.3. Origen de las especies reactivas de oxigeno

Los sistemas biolégicos poseen varios mecanismos productores de estas especies
reactivas. Dentro de los sistemas enddégenos uno de los mecanismos mas importantes
de produccion de radicales libres es la cadena de transporte mitocondrial,
concretamente en la denominada reduccién monovalente o incompleta del O, que
presenta un 3-5% del total en la que éste captura los electrones de forma secuencial,
generando ERO (Nishikawa y col.,, 2000; Rolo y col., 2006). Ademas de este
mecanismo, existen otros de origen enddégeno, como son los mecanismos de accion
bactericida de leucocitos y macréfagos, el metabolismo peroxisomal de los acidos

grasos, reacciones del citocromo P450 y NADPH oxidasa (Beckman y Ames, 1998).

1.2.4. Sistemas antioxidantes

Para equilibrar la respuesta oxidante los organismo aerdbicos disponen de una serie de
sistemas defensivos antioxidantes que contrarrestan la formacion de radicales libres. El
término antioxidante se asigna aquella entidad quimica que, a bajas concentraciones,
retarda o previene la oxidacion de un sustrato, incluyendo lipidos, proteinas,
carbohidratos y DNA (Hallinwel y Gutteridge, 1992; Hallinwel, 1995). De éstos podemos
destacar a las enzimas antioxidantes intracelulares, como la superdxido dismutasa
(SOD) que convierte al radical superoxido en H;O», y la glutation peroxidasa (GPx) y la
catalasa (CAT) que transforman al H,O, en dos moléculas de H,O. También existen
diversos componentes plasmaticos antioxidantes, como glutation reducido, bilirrubina,
acido urico y albumina, ademas de las vitaminas A, C y E, asi como los minerales
selenio y zinc; las hormonas melatonina, deshidroepiandrosterona y estrogenos
(Mecocci y col., 2000). Es de mencionar algunos sistemas secundarios o coadyuvantes,
en este grupo encontramos: a la quinona Oxido-reductasa, la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa, la glutatién-reductasa y los sistemas de reparacién DNA/proteinas. En



condiciones fisiolégicas, estos mecanismos de defensa mantienen una baja
concentracion de ERO en la célula y su actividad requiere ser forzosamente regulada;
de aqui que el equilibrio entre la produccién de especies reactivas y las defensas
antioxidantes determine el grado de estrés oxidativo (Pierrefiche y Laborit, 1995; Finkel
y Holbrook, 2000). De los sistemas antes mencionados, el que tiene mayor capacidad
intracelular de secuestrar radicales libres es el sistema del glutation, ya que puede

atrapar al O;", al ‘OH, H,0, y perdxidos organicos (Diplock, 1994).

1.2.5. Estrés oxidativo en las complicaciones de la diabetes

Numerosos estudios en el area clinica, morfolégica y bioquimica han proporcionado
suficientes evidencias para considerar a la hiperglucemia como el factor que determina
el desarrollo de las complicaciones de la DM (Brownlee y col., 1981), aunque el exceso
de &cidos grasos libres, el incremento en las concentraciones sistémicas de diversas
citocinas, factores de crecimiento y angiotensina Il contribuyen también en forma
importante. Las complicaciones pueden ser agudas o cronicas, en el caso de las
complicaciones cronicas, dependiendo de la alteracibn a los vasos capilares
sanguineos pequefios o de mayor calibre, se clasifican en micro o macrovasulares. Las
primeras se relacionan principalmente con dafno al endotelio y musculo liso de la
microvasculatura y se manifiesta como neuropatia, retinopatia y neuropatia (Diaz Flores
y col., 2004). Las macrovasculares incluyen la ateroesclerosis y enfermedad isquémica
del corazén en todas sus modalidades y son las principales causas de muerte de los

pacientes diabéticos (American Diabetes Association, 1993).

El inicio de las complicaciones cronicas en el paciente diabético es producto de
reacciones quimicas y cambios en el metabolismo causados por el exceso de glucosa.
Con este conocimiento, se han propuesto cinco mecanismos que las originan (Brownlee
M., 2001; Thornalley y col., 2002): acumulacion y acciéon de productos de glicacion
avanzada, incremento en la actividad de la via del sorbitol, aumento en la via de las
hexosaminas, activacion de diversas isoformas de la proteina cinasa C y aumento en el

estrés oxidativo (Baynes y col., 1999, Maritim y col., 2003).



La via del sorbitol esta constituida por la accién secuencial de dos enzimas, la primera
es la aldosa reductasa, que cataliza la conversion irreversible de la glucosa en sorbitol y
la segunda, la sorbitol deshidrogenasa responsable de la conversion reversible de
sorbitol en fructosa. La enzima limitante es la aldosa reductasa que, por tener baja
afinidad por sus sustratos, sélo se activa de manera importante en presencia de un

nivel intracelular alto de glucosa.

La aldosa reductasa esta presente en la mayoria de los tejidos, como cristalino, retina,
el endotelio vascular y los nervios. En estos tejidos el ingreso intracelular de la glucosa
es independiente de insulina, facilitando con esto un aumento de la concentracion
intracelular de glucosa, misma que induce la activacion de la via del poliol o sorbitol.
Como consecuencia de la activacion de esta via se acumula el sorbitol y la fructosa. El
primero es el responsable de generar estrés osmoético en el cristalino, alterando la
permeabilidad de la membrana y promoviendo cambios bioquimicos asociados con la
formacion de cataratas. La fructosa, al igual que la glucosa, aumenta el estrés oxidativo
al formar productos de glicacion avanzada (AGE). En esta via se consume NADPH, que
se requiere para otros sistemas antioxidantes y de esta manera, disminuye su

disponibilidad para regenerar al GSH, aumentando el estrés oxidativo (Brownlee, 2001).

La glicacién no enzimatica consiste en la reaccion de la glucosa u otros monosacaridos
con las proteinas sin la participacion de enzimas; dicha reaccién depende de la
concentracion del monosacarido y del tiempo de contacto con las proteinas,
determinado por la vida media de cada una en particular, alterandose su estructura, su
antigenicidad, su catabolismo y, en general, su funcién (Thornalley y col., 2002; Diaz
Flores y col., 2004); la hemoglobina glicada (AC1) es un ejemplo de ello y se utiliza

como un método clinico en la evaluacion de la glucemia diabética (Rahbar, 2005).

En la primera etapa de la glicacion se produce la unidon no enzimatica y reversible del
grupo aldehido de la glucosa con los grupos aminos de las proteinas (amino terminal, o
g-amino de lisinas) con la formacion de aldiminas o bases de Shiff, después de

ordenamientos moleculares se generan los productos de Amadori, llamados también



fructosaminas. En la segunda etapa, los compuestos de Amadori participan en una
serie de reacciones irreversibles, llamadas reacciones de Millard, para dar los AGE. La
formacion de AGE comprende reacciones de deshidratacion, condensacion ciclica,
entrecruzamientos intramoleculares y oxidaciéon por las ERO. Los AGE estan implicados
en la génesis de las complicaciones microvasculares, asi como en la formacion de la
placa ateromatosa (Stiff y col., 2002). Otra fuente de ERO es la autooxidacién de la
glucosa (Hunt y col., 1990) y en diferentes reacciones oxidativas que acompanan a la

glicacién de proteinas y acidos nucleicos.

Finalmente, es de mencionar la produccion de ERO via transporte de electrones
mitocondrial. Este mecanismo es considerado como la principal fuente de ERO
(Nishikawa y col., 2000; Tianzheng y col., 2006; Rolo y Palmeira, 2006). Esta inicia con
la oxidacién intracelular de la glucosa, por la via glucolitica en el citoplasma, generando
NADH y piruvato. EI NADH citoplasmico puede donar equivalentes reducidos a la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, o bien reducir el piruvato a lactato, el
cual se utiliza como sustrato para la gluconeogénesis hepatica. El piruvato también es
transportado a la mitocondria, donde es oxidado por la via del acido citrico para
producir CO,, H20, cuatro moléculas de NADH y una molécula de FADH,. En la
mitocondria, NADH y FADH, proveen la energia para la formacién de ATP mediante la

fosforilacidon oxidativa por la cadena de transporte de electrones.

El flujo de electrones a través de la cadena de transporte de electrones mitocondrial se
realiza por cuatro complejos enzimaticos asociados a la membrana interna, ademas del
citocromo C y la ubiquinona (movilizador de electrones). EI NADH que viene de las vias
glucolitica y ciclo de Krebs dona electrones al complejo I. EI FADH,, cuyos electrones
provienen del ciclo de Krebs, dona sus electrones al complejo Il. Los electrones de
ambos complejos son acarreados a la coenzima Q, y después al complejo Ill, citocromo
C, complejo IV y finalmente al oxigeno molecular con la formacién de agua.

En condiciones fisiologicas la mayor parte de la energia del gradiente es utilizada para
la sintesis de ATP, asi el gradiente de protones mediante la ATPasa dirige la

maquinaria sintética del ATP. Cuando la diferencia del potencial electroquimico



generada por el gradiente de protones es grande, conduce a una inhibicion parcial del
transporte de electrones en la coenzima Q, que se traduce en una reduccion parcial del
O, para formar O, (Nishikawa y col., 2000; Browlee, 2001, 2005). Esta reduccién
acelerada de la coenzima Q y la formacién de ERO se considera la fuente principal de
la disfuncién mitocondrial y tiene una funcién critica en los desordenes metabdlicos y la

histopatologia tisular relacionada con la diabetes.

1.2.6. Alteracion de la via redox del glutation en diabetes

El glutation es un tripéptido (y-glutamil-cisteinil-glicina, GSH), descubierto por Hopkins
en 1921. Es el tiol no proteinico soluble en el citoplasma que se encuentra a
concentraciones de 0.5 a10 mmol/L (Meister, 1983) y juega un papel central en la
defensa antioxidante. La molécula de glutatién puede encontrarse en dos estados de
oxidacion distintos: en forma reducida, como tiol (GSH) y en forma oxidada, compuesta
por dos moléculas unidas por un puente disulfuro (GSSG) (De Leve y Kaplowitz, 1991).
El cociente [GSH]/[GSSG] frecuentemente es empleado como indicador celular del
estado redox o de la capacidad antioxidante. En condiciones fisiolégicas la relacion
[GSH][GSSG] es >10 (Griftith, 1999).

Las células eucariotas poseen tres reservorios principales para el GSH. Casi el 90% del
GSH celular esta en el citosol, el 10% en la mitocondria y un pequeno porcentaje en el
reticulo endoplasmatico (Meredith y Reed, 1982; Meister, 1988; Hwang y col., 1992).
Mientras que en este ultimo compartimento la proporcion GSH/GSSG es de 3:1, en el
citoplasma y en la mitocondria este cociente sobrepasa la proporcion 10:1 (Meredith y
Reed, 1982; Meister, 1988).

En la molécula del glutation, el enlace peptidico se establece entre el grupo y-carboxilo
del glutamato y el grupo a-amino de la cisteina. Este enlace atipico es el responsable
de su estabilidad intracelular, ya que resiste la degradacién por las peptidasas
intracelulares, siendo  hidrolizado  especificamente por la enzima y-
glutamiltranspeptidasa (Meister, 1988; De Leve y Kaplowitz, 1991). GHS posee varias

funciones vitales incluyendo la destoxificacion de electréfilos, el mantenimiento de los



niveles esenciales de los tioles de las proteinas, la participacion en los procesos de
atrapamiento de los radicales libres, reservorio de cisteina y modulador de procesos
celulares criticos, como son la sintesis de ADN, los procesos relacionados con los

microtubulos y la funcién inmune (Vifa y col., 1986; Lu, 1999).

En su funcién antioxidante, GSH en presencia de una GPx selenio-dependiente, reduce
los perdxidos producidos de manera enddégena. Como resultado de esto, GSH se oxida
a GSSG, que es nuevamente reducido a GSH por la GSSG reductasa, a expensas del

NADPH, formando asi un ciclo redox.

En la mitocondria, un organulo especialmente susceptible al dafio oxidativo, el GSH
es particularmente importante debido a que en este compartimento no hay catalasa.
Varios estudios han demostrado que el GSH mitocondrial es critico en la defensa contra
el estrés oxidativo generado tanto fisioldgicamente como de forma patoldgica (De Leve
y Kaplowitz, 1991; Fernandez-Checa y col., 1992 y 1997). Se ha observado una
reduccion selectiva del reservorio del GSH mitocondrial en ratas alcohdlicas y
deficientes en vitamina A y, de hecho, puede jugar un papel patogénico importante en el
desarrollo de alteraciones hepaticas (Fernandez-Checa y col., 1992; 1997; Barber y
col., 2000).

El estrés oxidativo severo puede superar la capacidad de la célula de reducir el GSSG a
GSH, lo que conduce a una acumulacion de GSSG en el citosol. Para proteger a la
célula de un trastorno en el equilibrio redox, el GSSG puede exportarse activamente
fuera de la célula o reaccionar con un grupo sulfhidrilo proteinico, formandose un
puente disulfuro entre estas dos moléculas. El estrés oxidativo intenso depleta el GSH

de la célula (Meister, 1988; De Leve y Kaplowitz, 1991; Fernandez-Checa y col., 1992).

La evidencias clinicas y experimentales han demostrado que la concentracién de
GSH (Murakami y col., 1989), junto con la actividad de algunas enzimas que se
requieren para su sintesis de novo, como la y-glutamiltranspeptidasa y la y-cisteinil

glicina sintetasa, y para la via redox, como la GPx y GR (Dincer y col., 2002), se



encuentran reducidas en diabetes. Este decremento en la actividad enzimatica provoca
alteraciones en la relacion GSH/GSSG (Murakami y col., 1989), que probablemente

puede contribuir a la génesis de las complicaciones del paciente diabético.

1.2.7. La medicina tradicional en las complicaciones de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus es uno de los padecimientos con mayor demanda hospitalaria a
nivel nacional. Se conoce que varios de los factores de riego disparadores de la
diabetes se han asociado con un incremento de ERO y disminucion de los mecanismos
de defensa antioxidante, lo cual contribuye al desarrollo de insulinoresistencia y
complicaciones vasculares. Por lo tanto, la busqueda de nuevos adyuvantes con
propiedades hipoglucemiante y antioxidante podrian ser esenciales para prevenir o
frenar las alteraciones metabdlicas inducidas por la hiperglucemia en la diabetes

mellitus.

En los ultimos afos, se ha observado gran interés hacia la investigacion de plantas
medicinales; ya que numerosos estudios han demostrado que contienen principios
activos susceptibles de ser aislados y modificados. En este contexto, un cierto numero
de plantas tradicionalmente utilizadas como antidiabéticas han mostrado actividad
hipoglucemiante en animales de laboratorio o en el hombre y en algunos casos se ha
logrado identificar y proponer los agentes responsables de la actividad. De la familia
Cucurbitaceae varias especies se han utilizado para mitigar afecciones, dentro de las
que se incluyen: Cajanus indicus, mejor conocida como Gandul en la India, que se usa
como tratamiento para enfermedades del higado, ictericia, hepatomegalia
enfermedades cardiovasculares y diabetes. (Kirtikar y col., 1935; Ghosh y col., 1973).
En el ratén albino (2 mg/Kg) bajo estrés oxidativo inducido con acetoaminofeno
aumenta significativamente los niveles de GSH, asi como las actividades de GPx, SOD
y CAT, y disminuye los niveles de malondialdehido en higado y rifion (Ayantika Ghosh y
col., 2007 y 2008).

La planta Cucurbita ficifolia Bouché (Cucurbitaceae), conocida en México como

chilacayote, se cultiva por sus frutos comestibles. Su propiedad hipoglucemiante se ha



puesto de manifiesto en conejos con hiperglucemia temporal (Roman-Ramos y col.,
1991), y conejos, ratas y ratones, sanos y con diabetes inducida con aloxana (Roman-
Ramos y col., 1992 y 1995; Alarcdn Aguilar y col., 2002).

En estudios recientes se logré demostrar que Cucurbita ficifolia contiene D-quiro-inositol
y flavonoides. Dosis de 300-600 mg/Kg de un extracto acuoso de la planta
incrementaron el glucogeno hepatico e insulina, y redujeron significativamente los
niveles de glucosa y de hemoglobina glicada (Xia y Wang, 2006). En ratas sanas y con
diabetes la administracion de un extracto metandlico disminuy6 los valores de glucosa
sanguinea y el contenido de malondialdehido en tejido pancreatico (Xia y Wang, 2006).
Estudios de inmunohistoquimica indicaron que Cucurbita ficifolia Bouché previene la
muerte de las células B-pancreaticas, ademas de restaurar aquellas que fueron
destruidas parcialmente (Xia y Wang, 2006). Por otra parte, en estudios recientes
realizados en nuestro laboratorio se ha logrado determinar que un extracto acuoso
preparado a partir del fruto maduro de Cucurbita ficifolia aumenta los niveles de GSH y
reduce los niveles de TBARS en higado. Cabe destacar la posibilidad de propiedades

antioxidantes de la planta por su contenido de polifenoles, especialmente flavonoides.

2. PLANTEAMIENTO

Tomando en cuenta que el desarrollo y progreso de la diabetes mellitus y sus
complicaciones vasculares cursan con un estado oxidativo, alterando la relacion
GSH/GSSG marcadora del estado redox intracelular, es de esperar que la modificacion
repercuta en una variedad de vias metabdlicas, active factores transcripcionales, afecte
vias de proliferacion y cascadas de sefializacién inflamatoria y apoptética. Por lo tanto,
el poder demostrar el efecto del extracto hipoglucemiante y antioxidante de Cucurbita
ficifolia sobre las concentraciones de GSH, GSSG y las enzimas que participan en la
via redox del GSH, seria de gran ayuda, ya que esto podria retrasar o frenar las

complicaciones vasculares en el paciente diabético.



3. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es una de las enfermedades de mayor incidencia a nivel nacional,
caracterizada por un estado de hiperglucemia persistente asociado con estrés oxidativo.
Las consecuencias de ello son las complicaciones vasculares caracteristicas de la
diabetes mellitus. En esta apreciacion y con el conocimiento que el uso de plantas
medicinales, con diferentes efectos biolégicos, en México es muy amplio, una
alternativa para disminuir las complicaciones vasculares de la DT2 es el uso de plantas
hipoglucemiantes con actividad antioxidante, lo cual incrementaria la posibilidad de
disminuir algunas de las complicaciones de la DT2, con la ventaja de ser menos

costosas y mas accesibles para la poblacién.

4. HIPOTESIS

Cucurbita ficifolia tiene efecto antioxidante, por lo tanto puede mejorar el cociente
GSH/GSSG al reducir el incremento de especies reactivas de oxigeno y restaurar los
requerimientos indispensables para que las actividades de glutatiéon peroxidasa y

glutation reductasa, trabajen con eficiencia y de esta manera regenerar al GSH.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Determinar si un extracto de Cucurbita ficifolia con accion hipoglucemiante, tiene
también actividad antioxidante a través de la via redox del glutation en diabetes

experimental.

5.2. Objetivos particulares
Evaluar el efecto de la administracion del extracto sobre los niveles de glucosa en

sangre, consumo de agua y alimento en ratones con diabetes experimental.



Determinar la relacion de GSH/GSSG en higado, rifién, corazén y pancreas en
ratones con diabetes experimental tratados con el extracto.

Determinar la actividad de las enzimas GPX y GR en estos mismos 6rganos de
animales con diabetes inducida tratados con el extracto.

Cuantificar la concentracién de proteinas en los tejidos mencionados.

Evaluar el grado de lipoperoxidacion (TBARS) en plasma de animales con diabetes
inducida tratados con el extracto.

Comparar el efecto del extracto de Cucurbita ficifolia con la accién de la pioglitazona.
6. MATERIAL Y METODO

6.1. MATERIALES

6.1.1. Productos y reactivos

Todos los productos quimicos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri, USA) en grado de pureza analitico. La dieta administrada a los animales de

experimentacion fue de HarlanVR.

6.1.2. Aparatos e instrumental
 Centrifugas. Ultracentrifuga refrigerada Beckman Avanti ™ 30 y centrifuga
Hettich Zentrifugen Mikro 12-24.
» Espectrofotometro. Perkin Elmer precisely Lambda 25 UV/VIS.
* Homogeneizador. Politron PT1200.
* Balanzas. OHAUS Analytical plus y Mettler AE 160.
 Potenciémetro. Beckman Expandomatic® SS-2.
* Lector de ELISA. Labsystems Multiskan EX.
* Glucometro. Accutrend Sensor ROCHE.

* Oftros. Kit Glutathione Assay, Calbiochem.



6.1.3. Animales de experimentacion
Los animales fueron cuidados y tratados de acuerdo con los criterios establecidos en la
“Guia para el uso y cuidado de los animales de laboratorio”, realizados por la National

Academy of Sciences y publicados por el National Institute of Healt.

Se emplearon ratones macho Mus musculus, de la cepa CD-1 con un peso aproximado
de 30 + 5 g, criados en el Bioterio UAM-Iztapalapa, en condiciones controladas, con

agua y alimento ad libitum.

6.1.4. Diabetes experimental

El protocolo de trabajo estuvo conformado por cuatro grupos de ratones, a tres de ellos
se les administré STZ a una dosis de 175 mg/Kg disuelta en amortiguador de citrato de
sodio 0.1 M, pH 4.5 via intraperitoneal. Ocho dias mas tarde se determiné la glucemia y
los animales que presentaron concentraciones superiores a 200 mg/dL fueron incluidos

en el estudio.

6.1.5 Extracto de Cucurbita ficifolia

El fruto maduro de Cucurbita ficifolia se obtuvo de Acolman, Estado de México, en
Octubre de 2006, el endocarpio peso 18 kg, libre de semillas. El fruto de Cucurbita
ficifolia tuvo un peso de 800 g una vez seco y molido. La extraccion por maceracion se
realizd por disolventes de polaridad ascendente (n-hexano-CH,Cl,, metanol), y
finalmente agua. El disolvente fue eliminado por destilacion a presion reducida y el agua
fue eliminada por liofilizacidon. Posteriormente el liofilizado fue solubilizado en solucién

salina isoténica para su administracion en los ratones.

6.1.6. Tratamientos y obtencion de tejidos
Los grupos estuvieron conformados por 10 ratones, los cuales fueron asignados de la
siguiente manera:

* Grupo 1: ratones control, los cuales recibieron solucion salina isoténica

* Grupo 2: ratones con diabetes experimental.



* Grupo 3: ratones con diabetes experimental tratados con el extracto de Cucurbita
ficifolia a una dosis de 200 mg/Kg (conteniendo 0.75 mg/g de D-quiro inositol)

* Grupo 4: ratones con diabetes experimental, tratados con pioglitazona a una
dosis de 0.64 mg/Kg.

Los tratamientos se administraron diariamente durante 30 dias via intragastrica.

Al final de los tratamientos los animales fueron anestesiados (pentobarbital 25 mg/Kg)
para obtener sangre total. Posteriormente, se perfundieron con solucion salina 0.95 %
para eliminar los restos de sangre. Finalmente se extrajeron fragmentos de higado,

rindn, corazoén y pancreas y se almacenaron a— 70 °C hasta su uso.

6.2. METODOS

6.2.1. Determinacion de glucosa

Al inicio y al final de cada fase experimental se determind la concentracion de glucosa
en sangre. Para ello se utilizd un medidor de glucosa, el cual determina la glucosa

mediante fotometria de reflexion.

6.2.2. Determinacion de GSH

Se prepararon homogeneizados de higado, pancreas, riidn y corazon al 5% (p/v) en
acido metafosforico al 5 %. Posteriormente, fueron centrifugados a 3000 g a 4 °C por
10 min; en los sobrenadantes se realizo el ensayo de GSH siguiendo las indicaciones
del equipo comercial (GSH Assay kit, Calbiochem). El fundamento del ensayo se basa
en la formacion de un producto de sustitucion (tio éteres) entre el R1 y los mercaptanos
presentes en la muestra, posteriormente se lleva a cabo una eliminacién en presencia
del reactivo R2 (NaOH al 30 %) el cual transforma especificamente el producto de

sustitucion con el GSH en un cromadforo que tiene una absorbencia maxima a 400 nm.

6.2.3. Determinacion de GSSG
Se prepararon homogeneizados de higado, pancreas, rifidn y corazéon al 10% (p/v) en

amortiguador PBS 0.1 M, pH 7.5. Se tomaron alicuotas de los homogeneizados y se



trataron con 1-metil-2trifluorometanosulfonato vinilpiridinium 1 (M2VP) 10 mM y se
almacenaron a -70 °C hasta su uso.

La determinacion se realiz6 mediante un método enzimatico (Titeze, 1969), el cual
emplea M2VP para derivatizar al GSH sin interferir con la GR presente en el ensayo.
GSSG es reducido a GSH, y a su vez cuantificado con el reactivo de Ellman (5-5'-
ditiobis (2-nitro acido benzoico), DTNB). La reduccién es catalizada por la GR en
presencia de NADPH. El ensayo utiliza el cambio en el desarrollo de color durante la
reaccion el cual es proporcional a las concentraciones de GSH y GSSG.

Los reactivos utilizados en la prueba son: amortiguador stock de NasPO; 143 mM y
EDTA 6 mM a pH 7.5; amortiguador preparado al dia (NADPH 0.248 mg/ml disuelto en
amortiguador stock), DTNB 6 mM; GR 173 U/mg proteina. Procedimiento: en una
cubeta se agregaron los siguientes reactivos: amortiguador preparado al dia (700 ul),
DTNB (100 pl), muestra (200 pl; ejemplo: 50 ul de muestra + 150 ul de agua). Mezclar y
agregar la GR para iniciar el ensayo. La formacion de 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) fue

monitoreado a 412 nm.

6.2.4. Actividades de la GPX y GR

Se prepararon homogeneizados de higado y pancreas al 10 % (p/v) en un amortiguador
de PBS 0.1 M, pH 7.5 con un homogeneizador Polytron PT 1200. Posteriormente se
centrifugd a 15 000 g a 4 °C durante 30 min en una centrifuga BECKMAN Avanti™ 30.
En los sobrenadantes se cuantificaron las actividades, para la GPX se analizd por el
método de Rudack y colaboradores (1971); el cual determina la actividad mediante la
produccion de NADP™. En el caso de la GR por el consumo de NADPH (Beutler, 1969).

Las actividades se expresan en mU/mg de proteina en las condiciones del ensayo. Una
mU es igual a un nmol de NADP(H) producido por minuto. Los sistemas de reaccion se

especifican en las tablas 1y 2.



Tabla 1

Sistema de reaccidén para determinar la actividad de GR

Reactivos

Volumen (ml)

Concentracion final (mM)

Tris 0.1M; pH8
EDTA 10 mg/ml
GSSG 50 mg/mli
NADPH 10 mg/ml

26
0.1
0.1

0.1

87.7
0.94
4.6
0.16

Mezclar, leer a 340 nm cada minuto hasta obtener 10 lecturas.

Tabla 2
Sistema de reaccioén para determinar la actividad de GPx
Reactivos Volumen (ul)

NazPO4 0.05M, pH 8, 250

EDTA 4.3 mM 50
Terbutil-hidroperéxido 100 uM 10

NADPH 0.25 mM 50

GPx 1 mg/mi

GR 0.5 u/l

GSH 1 mM 60

6.2.5. Método para cuantificar sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en

plasma

Se tomaron las muestras de sangre del seno orbital de ojo, mediante capilares con
heparina. Se obtuvieron los plasmas y se trataron con butilato hidroxitolueno 2 mM
disuelto en dimetil sulféxido y se almacenaron a -70 °C hasta su uso. El grado de
lipoperoxidacién se evalué como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)
mediante una técnica espectrofotométrica (Kikugawa y col., 1992). El fundamento del
método se basa en la reaccién producida entre el acido tiobarbiturico (TBA) y el
producto de lipoperoxidacién, malondialdehido (MDA), lo que origina TBARS que puede

medirse mediante espectrofotometria a 595 nm. El estandar de MDA se prepar6 con 1,

1, 3, 3-tetrametoxipropano.




El sistema de reaccion se ilustra en la tabla 3.

Tabla 3
Sistema de reaccioén para determinar TBARS
Reactivos Volumen (ml)
H3sPO4 0.2M 0.2
TBA 0.11 M 0.025
Incubar a 90°C por 60 min 400

n-Butanol
Centrifugar 6 000 rpm por 10 min

Leer a 535 nm (sobrenadante)

6.2.6. Determinacion de proteinas totales

El método de Lowry (1954) es altamente sensible para la cuantificacion de cantidades
de microgramos de proteinas totales. La reaccién que tiene lugar se desarrolla en las
siguientes fases: 1) Reaccion previa de la proteina en medio alcalino con iones Cu?*, en
presencia de tartrato para evitar la precipitacion, formandose un complejo de
coordinacion entre el cobre y el nitrégeno peptidico. 2) Reaccidén con el reactivo de
Folin-Ciocalteau para fenoles (acido fosfomolibdotungstico), que se reduce por medio
de los grupos fenol (en menor medida imidazol e indol) presentes en la proteina a un
complejo de color azul oscuro, que se mide colorimétricamente. EI complejo, presenta
dos maximos de absorcion a longitudes de onda de 560 y 680 nm. La solucion estandar

fue albumina bovina 1mg/ml.

6.2.7. Analisis Estadistico

La evaluacion estadistica se realizé con la prueba de ANOVA. Los resultados que
mostraron diferencias significativas, (p<0.05) se les aplicd la prueba de comparacion
multiple Tukey-Kramer (NCSS).



7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas generales de los animales tratados.

En la Tabla 4 se presentan los resultados del consumo de alimento y agua; asi como
las concentraciones de glucosa de los diferentes grupos de estudio.

El grupo con diabetes experimental mostrd las glucemias mas altas de los grupos
evaluados, asociada con polidipsia y polifagia. Los tratamientos de Cucurbita ficifolia y
pioglitazona disminuyeron la hiperglucemia en un 78 y 68%, respectivamente;
mostrando Cucurbita ficifolia valores cercanos al control. Ademas de reducir

significativamente el consumo de agua y alimento.

Tabla 4

Caracteristicas generales de los animales con diferente tratamiento.

Grupos Consumo de Consumo Glucosa
alimento de agua plasmatica
(g/dia) (ml/dia) (mg/dl)

Control 5.18 £0.16 10+ 0.1 56.2 + 5.67

Diabetes 11.86 +0.40° 30.59 +1.36° 386.66 + 41.93°
experimental

Diabetes 9.66 +0.47° 14.7 +0.7° 84.66 + 2.51°

Cucurbita ficifolia

Diabetes 12.03 +0.25° 22.46 +0.75¢ 121.75 + 37.56°

Pioglitazona

Los valores representan la media £ D.E de 10 animales por grupo.

a: p<0.05 con respecto al control.

b: p< 0.05 con respecto a diabetes experimental.

c: p< 0.05 con respecto al grupo con diabetes experimental y el grupo C. ficifolia.
d: p< 0.05 con respecto al grupo con C. ficifolia.



7.2. Efecto de Cucurbita ficifolia y pioglitazona sobre la concentracion de GSH, GSSG y
relacion GSH/GSSG

En las figuras 1, 2, 3 y 4 se muestran las concentraciones de GSH, GSSG vy la relacion
GSH/GSSG en higado, pancreas, rifion y corazon de los diferentes grupos de estudio,

respectivamente.

Fue evidente que el tejido hepatico de los grupos diabetes experimental y tratados con
pioglitazona mostraron decrementos de las concentraciones de GSH y aumentos de
GSSG. Ambos cambios con diferencias significativas; lo cual alteré la relacidon
GSH/GSSG. En el grupo tratado con Cucurbita ficifolia se aumenté GSH en un 60% vy
se redujo GSSG en un 29% aumentando en un 75% la relacibn GSH/GSSG con

respecto al grupo diabetes experimental y el tratado con pioglitazona.

A pesar que el tejido pancreatico del grupo diabetes experimental no presenté cambios
en la concentracion de GSH, si aumenté significativamente GSSG reduciéndose la
relacion GSH/GSSG con respecto al control. El tratamiento de Cucurbita ficifolia
aumentd GSH en un 22 % y disminuyé GSSG en un 25 % mejorando la relacion
GSH/GSSG, en un 60 % con respecto al grupo diabetes experimental. En el caso de

pioglitazona presentd cambios similares al grupo diabetes experimental.

En cuanto al riidn, tanto el grupo diabetes experimental como los tratamientos de
Cucurbita ficifolia y pioglitazona tuvieron un comportamiento similar al tejido hepatico.
Con diferencias en cuanto a que después del tratamiento con Cucurbita ficifolia el
aumento en la concentracion de GSH fue de 2 y 1.5 veces mas para el higado y rifidn,
respectivamente y los decrementos de GSSG fueron de 1.5 y 1.0 veces menos para el
higado y rifidn, respectivamente. Por lo que concierne a la relacion fue de 4.16 y 1.4

veces mas para higado y rifidn, respectivamente.

En el caso del corazén, el grupo diabetes experimental no presenté cambios en la
concentracion de GSH, sin embargo el incremento de GSSG modificd la relacidon
GSH/GSSG.
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Figura 1. Concentraciones de GSH, GSSG vy la relacion GSH/GSSG en higado de
ratones con diabetes experimental tratados con Cucurbita ficifolia o pioglitazona. Las
barras representan la media = D.E de 10 animales por grupo.

a: p<0.05 con respecto al control.
b: p< 0.05 con respecto a diabetes experimental o pioglitazona.
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Figura 2. Concentraciones de GSH, GSSG y la relacion GSH/GSSG en pancreas de
ratones con diabetes experimental con Cucurbita ficifolia o pioglitazona. Las barras
representan la media + D.E de 10 animales por grupo.

a: p<0.05 con respecto al control.

b: p< 0.05 con respecto a diabetes experimental o pioglitazona.

c: p<0.05 con respecto a diabetes experimental.
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Figura 3. Concentraciones de GSH, GSSG vy la relacion GSH/GSSG en rifidn de
ratones con diabetes experimental tratados con Cucurbita ficifolia o pioglitazona. Las
barras representan la media + D.E de 10 animales por grupo.

a: p<0.05 con respecto al control.

b: p< 0.05 con respecto a diabetes experimental o pioglitazona.

c: p<0.05 con respecto a diabetes experimental.
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Figura 4. Concentraciones de GSH, GSSG y la relacion GSH/GSSG en corazon de
ratones con diabetes experimental tratados con Cucurbita ficifolia o pioglitazona. Las
barras representan la media = D.E de 10 animales por grupo.

a: p<0.05 con respecto al control.

b: p< 0.05 con respecto a diabetes experimental o pioglitazona.

c: p<0.05 con respecto a diabetes experimental.

7.3. Cambios de las actividades de GPx y GR por Cucurbita ficifolia y pioglitazona en

los ratones con diabetes experimental.



En las figuras 5, 6, 7 y 8 se muestran los cambios de las actividades de GPx y GR
en higado, pancreas, rindn y corazon, respectivamente.
Las actividades de GPx y GR en higado, pancreas y rindbn de los grupos diabetes
experimental y pioglitazona mostraron incrementos aproximadamente de 1.5 veces mas

con respecto al control.

El tratamiento con Cucurbita ficifolia decrece las actividades, tanto de GPx, como de
GR. El decremento correspondié aproximadamente a 1.44 y 1.7 veces menos
respectivamente, cuando se comparé con el grupo control con diabetes experimental.
Estos resultados indican que Cucurbita ficifolia restaura las actividades de GPx y GR en
el raton diabético.

En el caso del corazon no se encontraron diferencias con el tratamiento de Cucurbita
ficifolia, sin embargo pioglitazona decrecio significativamente GPx y GR, comparandolo

con el grupo control con diabetes experimental.
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Figura 5. Actividades de GPx y GR en higado de ratones con diabetes experimental
tratados con Cucurbita ficifolia o pioglitazona. Las barras representan la media £ D.E de
10 animales por grupo.

a P<0.05 con respecto al control.

b P< 0.05 con respecto a diabetes experimental y pioglitazona.
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Figura 6. Actividades de GPx y GR en pancreas de ratones con diabetes experimental
tratados con Cucurbita ficifolia o pioglitazona. Las barras representan la media £ D.E de
10 animales por grupo.

a: p<0.05 con respecto al control.

b: p< 0.05 con respecto a diabetes experimental y pioglitazona.

€:p<0.05 con respecto a diabetes experimental.
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Figura 7. Actividades de GPx y GR en riidn de ratones con diabetes experimental
tratados con Cucurbita ficifolia o pioglitazona. Las barras representan la media £ D.E de
10 animales por grupo.

a: p<0.05 con respecto al control.

b: p< 0.05 con respecto a diabetes experimental y pioglitazona.
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Figura 8. Actividades de GPx y GR en corazén de ratones con diabetes experimental
tratados con Cucurbita ficifolia o pioglitazona. Las barras representan la media £ D.E de
10 animales por grupo.

a: p< 0.05 con respecto al control.



7.4. Efecto de Cucurbita ficifolia y pioglitazona sobre el grado de lipoperoxidacion.

En la figura 9 se muestra el grado de lipoperoxidacion de los diferentes grupos
estudiados, evaluado por TBARS en plasma. Los resultados indican que la
concentracion de TBARS en el grupo diab

etes experimental incrementé 5.19 veces mas con respecto al control. En el caso de los
grupos tratados con Cucurbita ficifolia y pioglitazona las concentraciones de TBARS
decrecen en un 6.7 y 1.97 veces respectivamente cuando se compard con el grupo

control con diabetes experimental.
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Figura 9.Concentracion de TBARS en plasma de ratones con diabetes experimental
con los diferentes tratamientos. Las barras representan la media + D.E de 10 animales
por grupo.

a: p<0.05 con respecto al control.

b: p< 0.05 con respecto a diabetes experimental y pioglitazona.

¢:p<0.05 con respecto a diabetes experimental.



8. Discusién y conclusion

El presente estudio muestra evidencias de que la administracion oral del extracto
Cucurbita ficifolia disminuye significativamente la concentracién de glucosa plasmatica
junto con el consumo de alimento y agua. Ademas en higado, pancreas y riidn se
incrementd la concentracion de GSH, y disminuyé GSSG, aumentando la relacion
GSH/GSSG. En el caso de las enzimas GPx y GR Cucurbita ficifolia redujo
significativamente su actividad; asi como la concentracion plasmatica de TBARS. El
tratamiento con pioglitazona también decrecid significativamente la glucemia, la
concentracion de TBARS y solamente en corazén disminuyé la actividad de las enzimas

GPx y GR junto con la concentracién de TBARS.

El decremento del aumento de la glucemia por Cucurbita ficifolia pudo ocurrir a dos
niveles: primero: debido a la liberacién de hormonas gastrointestinales, especificamente
del péptido 1 analogo de glucagon (GLP-1) responsable, en parte, del efecto incretina,
término que describe la amplificacion de la respuesta insulinica tras la ingesta de
alimento (grasas, carbohidratos y proteinas) frente a la administracién de una cantidad
equivalente de glucosa por via intravenosa (Drucker, 1990; Goke, 1991). A pesar del
efecto agresivo de la STZ, los animales diabéticos cuentan con tejido pancreatico
remanente, que sintetiza y secreta insulina (Masiello, 1998), suficiente para inhibir al
glucagén via liberacién de GLP-1. Por lo tanto, la liberacion de insulina y una secrecion
reducida de glucagén limitarian la produccion hepatica de glucosa y estimularian la
captacion periférica de glucosa junto con el llenado gastrico, delimitando variaciones en

los niveles de glucosa sanguinea posprandial (Darleen, 2009).

Junto a las acciones descritas de GLP-1, recientemente se demostré que estimula la
proliferacion de la célula f y su diferenciacién a partir de las células de los ductus
pancreaticos (Brubaker y Drucker, 2004). Se ha demostrado que la administracién de
Cucurbita ficifolia a ratones y a ratas diabéticas, incrementa el numero de islotes

pancreaticos y la secrecion de insulina (Xia y Wang, 2007). Con estas evidencias se



refuerzan la posibilidad que la liberacion de GLP-1 sea responsable de efecto

hipoglucemiante que se observa después de la administracion oral de Cucurbita ficifolia.

Segundo: es probable que Cucurbita ficifolia disminuya la glucemia a través de la
inhibicion de la actividad de enzimas como la a-glucosidasa, a-manosidasa y (-
galactosidasa (Asano N y col., 1994), dado al contenido de azucares del extracto. La
inhibicion de estas enzimas reduce la absorcion de carbohidratos, decreciendo el
incremento postpandrial de glucosa en sangre (Rajeswari y col., 1991). Asi, Cucurbita

ficifolia pudiera tener un mecanismo parecido al de la acarbosa.

El tratamiento con pioglitazona también disminuyd la hiperglucemia, sin reducir el
consumo de agua y alimento. En el presente estudio, el farmaco fue considerado como
control positivo; ya que ademas de ser un hipoglucemiante bien caracterizado para el
tratamiento de la diabetes cuenta con propiedades antioxidantes (Inoue y col., 2001). El
efecto hipoglucemiante de pioglitazona es mediante la union con PPARYy (del inglés,
peroxisome proliferator activated receptor gamma) al inducir la activacién de genes que
promueven la accidén de la insulina, sin estimular su secrecién (Ceriello y col., 1996).
Esta accién favorece la exposicion de un mayor numero de transportadores de glucosa

(GLUT4) y por lo tanto aumenta el ingreso de glucosa a la célula.

El incremento del consumo de agua y de alimento en los ratones con diabetes
experimental es secuela de la hiperosmolaridad sanguinea generada por la
hiperglucemia. La excrecién de moléculas de glucosa con actividad osmaética favorece
la pérdida de grandes cantidades de agua (poliuria). La consecuencia de la
deshidratacion, se activan los mecanismos reguladores de la ingestion de agua
(polidipsia), por lo tanto hay una pérdida apreciable de Na* y K" por la orina. Por cada
gramo de glucosa excretado se pierden 4.1 kcal; para cubrir este menoscabo aumenta
la ingesta caldrica oral (polifagia) incrementando la glucosa y con ello la glucosuria.
Ademas la utilizacion deficiente de glucosa por las células de los nucleos
ventromediales hipotalamicos también aumenta la ingesta en la diabetes. (Ganong WF,
1998).



En el grupo de Cucurbita ficifolia redujo de manera significativa el consumo de agua y
alimento. Esto indica que al reducir la hiperglucemia desciende la hiperosmolaridad y
los eventos que la acompafian. A pesar de que la pioglitazona decrecio la
hiperglucemia no modificd el consumo de agua y alimento, indicando que es posible
que la dosis empleada no fue suficiente para reducir la hiperosmolaridad generada por

la hiperglucemia.

Estudios previos han demostrado que las concentraciones de GSH y GGSG se
modifican de manera inversa en la rata diabética, alterandose el cociente GSH/GSSG
en higado, pancreas y rindn (Zhi y col., 2001). Resultados similares encontramos en
higado y riidn del grupo diabetes experimental. Los cambios de GSH, GSSG vy
GSH/GSSG en los tejidos evaluados se atribuyen a la mayor utilizacion del GSH con la
finalidad de contrarrestar el aumento en la producciéon de ERO, esto respaldado por el

incremento de la concentracion de TBARS en plasma.

Las evidencias recopiladas sefalan que el tejido pancreatico contiene baja actividad de
enzimas antioxidantes (Grankvist y col., 1981). Estas observaciones refuerzan la nocién
de que las bajas concentraciones de enzimas antioxidantes en los islotes pancreaticos
aumentan el riesgo de dafno por ERO. Sin embargo, el hecho de que este tejido posea
concentraciones bajas de antioxidantes se ha relacionado con la participacion de las
ERO en algunos eventos fisioldgicos, como la secrecion de la insulina inducida por
glucosa. Por esta razén, se esperaba que GSH estuviera disminuido, aunque si se
observd una relacion GSH/GSSG alterada . Otros trabajos han demostrado que el
tratamiento con STZ abate los niveles de GSH en pancreas. Es posible que estas
diferencias influya el modelo utilizado (rata o raton), la edad de los animales, dosis de la
STZ, o el método empleado en la determinacién de GSH. La concentracion de GSH,
GSSG y GSH/GSSG en corazon del grupo diabetes experimental mostré un

comportamiento similar al pancreas.



El tratamiento de Cucurbita ficifolia restaurd las consecuencias del estrés oxidativo
generado por la hiperglucemia, al incrementar significativamente los niveles de GSH
decreciendo GSSG y mejorando la relacion GSH/GSSG en higado, pancreas y riidn.
Esto indica que posiblemente Cucurbita ficifolia actue mediante uno o varios
compuestos que remuevan o induzcan la remocién de ERO, asi validado por los
niveles bajos de TBARS en plasma. En esta apreciacién, Cucurbita ficifolia cuenta con
propiedades antioxidantes debido a sus principios activos, especificamente el D-quiro
inositol, un poli fenol ya caracterizado. Cabe la posibilidad que el D-quiro inositol y otros
compuestos no caracterizados del extracto actuen atrapando las ERO y de esta forma
reduzcan el estrés oxidativo. No se puede excluir la posibilidad de que este efecto
proteja a las células pancreaticas al atrapar al NOe, el cual contribuye a la destruccion
de los islotes y a la insulinitis. En cuanto al grupo tratado con pioglitazona, este agente
mostré un comportamiento similar al grupo diabético, lo cual puede deberse a que ésta
tiazolidinediona no contrarresta eficazmente la produccion de ERO, asi demostrado por

el incremento de lipoperoxidacion.

El creciente uso de los flavonoides se debe a su amplia actividad farmacoldgica. Entre
las que destacan, su propiedad para unirse a los polimeros biolégicos (enzimas,
transportadores de hormonas, y al DNA), quelar iones metalicos de transicion (Fe?*,
Cu?*, Zn?"), catalizar el transporte de electrones, y depurar radicales libres (Saskia,
1998) especificamente al anion superéxido, el radical hidroxilo, perdxidos lipidicos o
hidroperdxidos. De esta manera bloquean la accién deletérea de las ERO. Los
flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos su actividad antioxidantes depende de las propiedades redox
de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacidn estructural entre las diferentes partes de
la estructura quimica (Bors y col., 1990). Dada la variedad de propiedades del D-quiro
inositol y/o de otros componentes de Cucurbita ficifolia también se agregaria que
potencialmente puedan impedir la auto-oxidacion de la glucosa; la cual requiere de la
presencia de metales de transicién, de esta forma el extracto frenaria las alteraciones

metabodlicas diabéticas debidas al estrés oxidativo.



El tejido que mostré las concentraciones mas altas de GSH fue el tejido hepatico, dado
que aqui se lleva a cabo la sintesis de GSH, por ser el hepatocito el unico que puede
convertir a la metionina en cisteina a través de la via de la transulfuracion. La tasa de
biosintesis de GSH esta condicionada por su tasa de exportacion hacia el plasma y la

bilis por distintos sistemas de transporte (Fernandez Checa y col, 1992).

Los incrementos de los niveles de ERO, evaluados por TBARS durante la diabetes,
pueden deberse al aumento de glucosa circulante en sangre, ya que ésta puede
incrementar las ERO a través de su autooxidacion y la glicosilacion de proteinas (Hunt
y col., 1990; Wolff y col., 1987).

Existe cierta controversia en los resultados de las enzimas antioxidates en los tejidos.
Algunos estudios informan actividades bajas en higado, pancreas y riidn en diabetes
experimental. En los mismos tejidos, este estudio encontré incrementadas las
actividades de GPx y GR en los grupos control con diabetes experimental y el tratado
con pioglitazona. Los aumentos podrian deberse a un mecanismo compensatorio en
respuesta al incremento del estrés oxidativo. No obstante de presentar actividades altas
de GPx y GR, en algunos casos las concentraciones de GSH estan abatidas, esta falla
puede deberse a falta de NADPH debido al decremento de la actividad de glucosa 6
fosfato deshidrogenasa (Staton y col., 2005; Diaz-Flores y col., 2006). Con el

tratamiento de pioglitazona las dos enzimas mostraron el mismo patron.

El grupo que recibié Cucurbita ficifolia restablecié las actividades de GPx y GR en
higado, pancreas y rifidn, a niveles similares al control normal. Es posible que al reducir
las ERO por el extracto de Cucurbita ficifolia las enzimas de la via redox del GSH bajen
su actividad; ya que tanto GPx y GR son enzimas altamente sensibles al dafo
oxidativo. También se puede hipotetizar que ocurra recuperacion de la enzima glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa, abasteciendo el NADPH requerido por la enzima GR y de

esta manera aumentar las concentraciones de GSH junto con la relacion GSH/GSSG.



En conclusion, nuestros resultados confirman que la administracion oral del extracto de
Cucurbita ficifolia cuenta con propiedades hipoglucemiante y antioxidantes. Como
hipoglucemiante, a reserva de ser confirmado en un futuro, al estimular la liberacion del
péptido GLP1 o como inhibidor de glucosidasas. En cuanto a la propiedad antioxidante
se explica por la presencia del D-quiro inositol, hidroxifenol que puede metabolizar
ERO. Ambas propiedades repercuten para que la via redox del GSH trabaje con

eficiencia.
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