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Resumen

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacién anormal o excesiva
de grasa nociva para la salud. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud,
en el 2005 habia en el mundo aproximadamente 1600 millones de adultos con
sobrepeso y 400 millones de adultos obesos y se calcula que en el 2015 habra
aproximadamente 2300 millones de adultos con sobrepeso y mas de 700 millones
con obesidad. Diversos estudios han relacionado a la obesidad como factor

importante para el desarrollo de diabetes tipo 2 (DT2).

En la obesidad y en la DT2 se presenta una respuesta inflamatoria crénica de
bajo grado. El exceso de tejido adiposo blanco tiene una funcion importante en este
proceso, al incrementar la produccion anormal de citocinas, como el factor de
necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), resistina, adiponectina, entre

otras., las cuales se han relacionado con la resistencia a la insulina.

La importancia de la inflamacion en el desarrollo de estas patologias ha
llevado a proponer nuevas alternativas farmacologicas, dirigidas al tratamiento de
este proceso. En México, una planta que se utiliza empiricamente en el control de la
DT2 es Cucurbita ficifolia (C. ficifolia). Se ha demostrado que el extracto acuoso del
fruto de C. ficifolia disminuye los niveles séricos de TNF-a e incrementa interferén
gama (IFN-y) e interleucina 10 (IL-10) en ratones diabéticos. Sin embargo, aun se
desconocen otros efectos que podria tener el extracto de C. ficifolia sobre la
inflamacion. Debido a la importancia del tejido adiposo blanco en la regulacion de la

produccion de citocinas, la presente investigacion planted evaluar el efecto de un



extracto hipoglucemiante de C. ficifolia sobre las concentraciones séricas y la
expresion génica en tejido adiposo de citocinas inflamatorias en ratones obesos. La
finalidad del estudio es sentar las bases para proponer el extracto, como una
alternativa terapéutica capaz de detener el estado inflamatorio y la resistencia a la
insulina presente en la obesidad, previniendo asi el desarrollo de la DT2 y sus

complicaciones vasculares.

Se utilizd6 un modelo murino de obesidad inducido por la administracion
neonatal de glutamato monosadico, el cual presenta un estado inflamatorio crénico
caracteristico y resistencia a la insulina. Ratones obesos con cuatro meses de edad
recibieron el extracto de C. ficifolia (200 mg/kg, via intragastrica) por 30 dias. Al
finalizar el tratamiento se cuantificaron los niveles séricos y la expresion del RNAmM

en tejido adiposo de TNF-a, IL-6, resistina, IL-10 y adiponectina.

Los resultados mostraron que la administracion de C. ficifolia disminuye
significativamente los niveles séricos de TNFR2 e IL-6, asi como la expresion del
RNAmM de las citocinas proinflamatorias resistina, TNF-a e IL-6 (P<0.05). La
administracion de C. ficifolia no incrementdo los niveles de las citocinas
antiinflamatorias IL-10 y adiponectina. Aunque fue evidente una reduccion
estadisticamente significativa del RNAmM de adiponectina (P<0.05). Ademas, C.
ficifolia redujo la resistencia a la insulina en los ratones obesos (P<0.05). Estos
resultados permiten concluir que el extracto hipoglucemiante de C. ficifolia tiene
efecto antiinflamatorio en los ratones obesos lo cual se asocia con una disminucion

de la resistencia a la insulina.



Abstract

The overweight and the obesity are defined as abnormal or excessive fat
accumulation that may impair the health. According to the World Health Organization,
in 2005 approximately 1.6 billion of adults had overweight, whereas 400 million of
adults were obese. Overweight and obesity are considered risk factors for developing

type 2 diabetes mellitus.

The obesity and diabetes are associated with a low grade-chronic
inflammatory response, due to an abnormal production of cytokines. White adipose
tissue plays an important role in this inflammatory process. In obesity, the excess of
adipose tissue causes an inflammatory condition by abnormal production of
cytokines, such as tumor necrosis factor type alpha (TNF-a), interleukin 6 (IL-6),
resistin and adiponectin, which have been associated with the generation of insulin

resistance.

The importance of inflammation in the generation of these pathologies has
propitiated the search of new therapies for treatment of this illness. In Mexico,
Cucurbita ficifolia is a plant used empirically in type 2 diabetes mellitus control. The
aqueous extract from C. ficifolia fruit decreased serum levels of TNF-a and increased
the levels of interferon gamma (IFN-y) and interleukin 10 (IL-10) in diabetic mice.
However, the effects of C. ficifolia on the inflammation in obesity have not yet been
studied. Because the importance of white adipose tissue in the regulation of cytokine
production, in the present research it was proposed to evaluate the effect of daily
administration of a hypoglycemic extract from C. ficifolia fruit on the serum levels and

the gene expression of inflammatory cytokines in obese mice.



An obesity model induced by neonatal administration of monosodium
glutamate was used, which presents a characteristic inflammatory state and insulin
resistance. Obese mice with 4 months of age received C. ficifolia extract (200mg/kg)
for 30 days by gastric gavage. At the end of the treatment serum levels and mRNA
expression in adipose tissue for TNF-a, IL-6, resistin, IL-10 and adiponectin were

quantified.

The results indicated that administration of C. ficifolia significantly decreased
serum levels of TNFR2 and IL-6, as well as the mRNA expression of the
proinflammatory cytokines resistin, TNF-a. and IL-6 (P <0.05). The administration of
C. ficifolia did not increase the levels of the anti-inflammatory cytokines IL-10 and
adiponectin. Although a significant reduction (P <0.05) of adiponectin mRNA
expression was observed. Also C. ficifolia reduced insulin resistance in obese mice
(P <0.05). In conclusion, these results suggest that the hypoglycemic extract of C.
ficifolia has anti-inflammatory effect in obese mice, resulting in amelioration of the

insulin resistance.



1. Introduccién

1.1 Diabetes mellitus y obesidad

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizado
por alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, como
consecuencia de defectos en la produccion de insulina, en la accion de la insulina, o
en ambas. La diabetes mellitus se clasifica en cuatro tipos: diabetes tipo 1 (DT1),
diabetes tipo 2 (DT2), diabetes gestacional y otros tipos especificos. La DT1 se
caracteriza por la falta de insulina debido a una alteracién autoinmune y destruccion
de las células beta del pancreas; la DT2 es causada por una reduccion en la accion
a la insulina, conjuntamente con una inadecuada secrecion de ésta como respuesta
compensatoria a la resistencia a la insulina; la gestacional y los otros tipos
especificos pueden ser ocasionados por defectos genéticos en la funcién de las
células beta o en la accion de la insulina, por enfermedades del pancreas exocrino o
farmacos y agentes quimicos que la induzcan. Comparando la incidencia entre
diabetes T1y T2, el porcentaje de casos de DT1 es del 5 al 10%, mientras que el de
diabetes melitus tipo 2 es mas elevado, con un 85 a 90% de casos (ADA, 2004). En
el afio 2000 la prevalencia mundial de la DT2 era de 171 millones de personas y se
espera que afecte a 366 millones de personas en el 2030 (Wild y col., 2004). En
México existe un prevalencia del 10.7 % de personas con diabetes (entre 6.5 y 10
millones) (FMD, 2009) y la incidencia nacional de la DT2 por afio es de 404,770

(DGE, 20009).

Por otro lado, se conoce que debido a factores genéticos, por una nutricion

inadecuada con un aumento de la ingesta de alimentos hipercal6ricos y una



tendencia a la disminucion de la actividad fisica, el nUmero de personas con
sobrepeso se ha incrementado (Misra y Khurana, 2008). La obesidad y el sobrepeso
se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser
nocivo para la salud. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propone que el
indice de masa corporal (IMC) en el sobrepeso es igual o superior a 25 Kg/m?, y en
la obesidad el IMC es igual o superior a 30 Kg/m?®. De acuerdo con la OMS, en el
2005 habia en el mundo aproximadamente 1600 millones de adultos (mayores de 15
afios) con sobrepeso y 400 millones de adultos obesos. Se calcula que en el 2015
habra aproximadamente 2300 millones de adultos con sobrepeso y mas de 700
millones con obesidad (WHO, 2009). México se encuentra en segundo lugar de
obesidad en el mundo con una prevalencia de 24,4% ya que dos de cada tres

mexicanos (mayores de 20 afos) tienen sobrepeso u obesidad (FMD, 2009).

1.2 Desarrollo de la diabetes mellitus en la obesidad

Diversos estudios han relacionado a la obesidad como factor importante para
el desarrollo de DT2 (Alberti y col., 2007). En pacientes obesos con DT2, asi como
en obesos no diabético insulinorresistentes, se ha evidenciado una reduccion
sustancial en la actividad tirosina-cinasa del receptor de insulina. Cuando el nivel de
adiposidad corporal se incrementa, especialmente dentro de la cavidad abdominal,
se genera un estado de disfuncion adipocitaria caracterizado por adipocitos con
resistencia a la insulina (Mendivil y Sierra, 2005; Rodriguez, 2000). En los individuos
con obesidad y pacientes con DT2 el incremento de las citocinas proinflamatorias y
el decremento de las antiinflamatorias se han relacionado con resistencia a la

insulina y el desarrollo de complicaciones vasculares. Es importante resaltar este



dato, ya que el 75-80% de personas con DT2 mueren por enfermedades

cardiovasculares (Alberti y col., 2007).

1.3 Participacion del tejido adiposo en la inflamacion

El tejido adiposo blanco (TAB) tiene una funcion importante en diversos
procesos fisioldégicos, como es en el control de la ingesta de alimentos, en el balance
energético, en el metabolismo de la glucosa y lipidos, en la angiogénesis, asi como
en procesos proinflamatorios y antiinflamatorios (Bloomgarden, 2003). Se ha
reconocido que el TAB produce moléculas llamadas adipocinas; sin embargo, en la
obesidad su sintesis se encuentra desregulada en respuesta al exceso de
adipocitos. Por lo que, en la obesidad y en las patologias asociadas a la misma,
como la DT2, se presenta una respuesta inflamatoria crénica de bajo grado
caracterizada por la produccion anormal de citocinas (Wellen y Hotamisligil, 2003;
Guerre-Millo, 2004). A continuacion se describen las caracteristicas mas importantes
de las citocinas que han sido relacionadas con el proceso inflamatorio presente en la

obesidad y la DT2.

1.3.1 Factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a)

El TNF-a fue la primera citocina que se relaciond con la resistencia a la
insulina en la obesidad (Hotamisligil y col., 1993; Moller, 2000). Esta citocina es
producida por el tejido adiposo y por otros tipos celulares, principalmente monocitos,
linfocitos, miocitos y macrofagos. Ejerce sus acciones a través de dos receptores de

membrana (TNFR1 y 2), los cuales experimentan proteodlisis de su porcion



extracelular al interactuar con su ligando, dando origen a las fracciones solubles del
receptor (Lépez-Jaramillo y col., 2005; Guido y col., 2005). La activacion de TNF-a
tiene como resultado la sobreexpresion de TNFR2 en tejido adiposo, incrementando
los niveles de TNFR2 en el plasma de personas obesas; por lo que se relaciona con
resistencia a la insulina. Estos datos sugieren que TNFR2 tiene una funcion
importante en inducir la resistencia a la insulina por la accion de TNF-a
(Straczkowski y col., 2002). Se ha observado que el TNF-a presenta propiedades
antagonicas a la insulina, ya que aumenta la fosforilacion del sustrato del receptor de
insulina (IRS) en residuos de serina o treonina, disminuyendo la fosforilacién de los
residuos de tirosina (Coppack, 2001). Esta citocina induce la fosforilaciéon de IRS
mediado por la proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa reguladora del factor
nuclear-kappa B (NF-kB) (IKK-B). In vivo, el aumento de la actividad de IKK-B
produce la fosforilacion de IRS en el residuo de serina-307, mientras que dos
isoformas de PKC, (PKCd y PKCB), pueden producir la fosforilacion de
serina/treonina, causando resistencia a la insulina (Evans, 2007; Steinberg, 2007). El
bloqueo en la sefalizacion intracelular de insulina inducido por el TNF-a se traduce
en inhibicion de las enzimas involucradas en la captacion de &cidos grasos, en la
captacion de glucosa y en la sintesis de triglicéridos, causando, por tanto,
hiperglucemia e incremento en la concentracion de acidos grasos libres en sangre

(Mendivil y Sierra, 2005).

1.3.2 Interleucina 6 (IL-6)
La IL-6 es secretada por varios tipos celulares: células del sistema inmune,
fibroblastos, células endoteliales, musculo esquelético y tejido adiposo (Fernandez-

Real y Ricard, 2003). Esta citocina presenta potentes propiedades proinflamatorias.



Estudios realizados en ratones mostraron que esta citocina causa resistencia a la
insulina en musculo esquelético y en higado por defectos en la fosforilacién de IRS-1
asociado con la actividad de fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) (Tataranni y Ortega,
2005). Otros estudios in vitro e in vivo sugieren que al unirse IL-6 a sus dos tipos de
receptores, conocidos como gpl130 e IL-6Ra (Kristiansen y Mandrup-Poulsen, 2005),
se produce la activacion de un factor de transcripcién llamado traductor de sefales y
activador de transcripcion-3 (STAT-3), que provoca la expresiéon de la proteina
supresora de la sefalizacibn por citocinas (SOCS-3), factor que inhibe la
autofosforilacion del receptor de insulina y la fosforilacion de IRS-1 e IRS-2,
provocando un decremento en la gluconeogénesis y un aumento en la glucogendlisis

(Emanuelli y col., 2000; Senny col., 2003).

La IL-6 contribuye a desencadenar sindromes coronarios agudos al potenciar
la sintesis de metaloproteasas y la expresion de receptores de LDL en los
macrofagos, asi como aumentar la captacion de LDL y la secrecién de sustancias
guimiotacticas. También puede regular la expresion de moléculas de adhesion y
citocinas, como la IL-1B y el TNF-a, que incrementan la reaccion inflamatoria

(Fernandez y Kaski, 2002).

1.3.3 Resistina

La resistina es una citocina secretada por preadipocitos, adipocitos (Stejskal y
col., 2003) y células inmunolégicas (Haluzik y col., 2006); en humanos esta citocina
es principalmente secretada por los macrofagos (Tomaru y col., 2009) y en roedores

por el TAB (Rajala y col., 2004). En la obesidad la expresion del mRNA de resistina



se incrementa en el adipocito (Haluzik y col., 2006) y es un citocina involucrada en la
adipogénesis (Moon y col., 2003). Estudios in vitro sugieren que resistina puede
incrementar la expresion de otras citocina proinflamatorias como IL-6 y TNF-a a
través de la activacion del factor de transcripcion NF-«B. Ademas, en roedores
afecta la tolerancia a la glucosa y produce resistencia a la insulina en el higado
(Tataranni y Ortega, 2005). Los efectos antagonicos de la resistina con respecto a la
insulina son: reduccién del transporte de glucosa dependiente de insulina,
produccion hepatica de glucosa y aumento de la glucemia en ayunas (Schinner y
col., 2005). En células hepaticas de la linea HepG2 la resistina induce la resistencia
a la insulina a través de la expresion de SOCS-3, con una reduccién en la
fosforilacion de la proteina cinasa B o Akt; ademas, incrementa la expresion de las

enzimas gluconeogénicas (Luo y col., 2009).

En pacientes con aterosclerosis los niveles de resistina se han relacionado
directamente con las concentraciones de TNFR2 e IL-6, y estudios en células
endoteliales indican que resistina promueve la activacion de las moléculas de
adhesiéon intracelular-1 (ICAM-1) y de las moléculas de adhesion de células

vasculares 1 (VCAM-1) y (Pang y Le, 2006).

1.3.4 Interleucina 10 (IL-10)

La IL-10 es una citocina antiinflamatoria que se encuentra alterada en el
proceso inflamatorio; las bajas concentraciones de esta citocina en humanos esta
asociada con una predisposicion a desarrollar diabetes (Tataranni y Ortega, 2005).

Esta citocina es producida principalmente por un subtipo de linfocitos CD4+ (Th2) y



también en grandes cantidades por los macréfagos (De Vries, 1995). Cabe sefialar
que el TAB, ademas de contener adipocitos, esta conformado por fibroblastos,
preadipocitos y macrofagos. Los macrofagos producen moléculas proinflamatorias y
antiinflamatorias que son contribuyentes cruciales en el proceso inflamatorio

sistémico general (Lumeng y col., 2007).

La citocina IL-10 es capaz de inhibir la producciébn de citocinas
proinflamatorias por los macréfagos y por células T activadas a través de distintos
estimulos. Se ha demostrado en cultivos de monocitos activados que esta citocina
es capaz de inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias, incluyendo IL-1a, IL-
1B, IL-6, IL-8, TNF-a e IFN-y (Fernandez y Kaski, 2002). Se han propuesto varios
mecanismos por los cuales IL-10 inhibe la sintesis de citocinas proinflamatorias: 1)
IL-10 inhibe la activaciéon del NF-xB en monocitos y células T por medio de un
proceso donde intervienen segundos mensajeros del tipo de radicales libres de
oxigeno (Girndt y Kohler, 2003); 2) en monocitos y macréfagos IL-10 bloquea la
translocacion de NF-kB al nucleo por la inhibicion de la actividad de IKK (Asadullah y
col., 2003); la inhibicion de NF-kB tiene como resultado reduccion de la sintesis de
interleucinas proinflamatorias, moléculas de adhesion, factores de crecimiento y
quimiotacticos de células del sistema inmunologico, lo que limita la respuesta
inflamatoria local en la placa aterosclerdtica. Asi, IL-10 parece ejercer un papel
protector, limitando el desarrollo de la lesion aterosclerética (Girndt y Kohler, 2003;

Fernandez y Kaski, 2002).



1.3.5 Adiponectina

La adiponectina es una citocina antiinflamatoria sintetizada especificamente
por el adipocito. La mayor parte de su produccion llega a la circulacién sistémica. La
adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina (Yoshiyuki y col., 2007), reduce la
produccion hepatica de glucosa, estimula la p-oxidacién de &cidos grasos en higado,
inhibe la adhesion de monocitos al endotelio vascular, la proliferacion y la migracion
de células musculares lisas en la pared arterial (Schinner y col., 2005; Bastard y col.,
2006; Takemura y col., 2007). Se han identificado dos receptores diferentes de
adiponectina: el receptor AdipoR1, que se expresa primordialmente en muasculo, y el
AdipoR2, que lo hace en higado (Mendivil y Sierra, 2005). La unién de adiponectina
a AdipoR1 y AdipoR2 incrementa la activacion de la proteina cinasa activada por
AMP (AMPK) y también es capaz de activar los receptores activadores del
proliferador de peroxisomas tipo alfa (PPAR-a) para que se lleve a cabo la oxidacion
de acidos grasos y la internalizacion de la glucosa a la célula. Se propone que el
mecanismo molecular de adiponectina para la regulacion del metabolismo de
glucosa y para disminuir la resistencia a la insulina esta dado por la activacion de
AMPK y se ha observado que con el bloqueo de AMPK se inhiben estos efectos. La
adiponectina al favorecer el incremento en la oxidacion de los acidos grasos,
disminuye el contenido de triglicéridos en higado y musculo esquelético. Este

mecanismo también incrementa la sensibilidad a la insulina (Kadowaki y col., 2006).



2. Antecedentes
2.1 Cucurbita ficifolia Bouché: una planta utilizada para el control de la
diabetes.
Para el control de la DT2 se utilizan varios farmacos hipoglucemiantes, como
son las biguanidas, los derivados de las tiazolidinedionas, las sulfonilureas, etc.
(Alberti y col., 2007). Sin embargo, aunque estos farmacos son de amplio uso

clinico, la poblacién también utiliza numerosas plantas medicinales.

En México el uso de plantas en la medicina tradicional es muy amplio. Existen
plantas que se utlizan como antiinflamatorias, anticancerigenas, antivirales,
antibacteriales, antidiabéticas, antioxidantes, etc. (Woyengo y col., 2009; Rathee y
col.,, 2009). Se tienen reportes del uso de mas de 350 plantas para el control
empirico de la DT2 (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). Entre estas plantas se
encuentra Cucurbita ficifolia Bouché (Cucurbitaceae), la cual es conocida en México

como “chilacayote” y es cultivada por sus frutos comestibles.

La actividad hipoglucemiante del fruto de Cucurbita ficifolia (C. ficifolia) ha
sido estudiada a nivel experimental en ratas, ratones y conejos. En conejos con
diabetes experimental inducida por alloxana a diferentes dosis, para inducir en estos
animales diabetes moderada (glucemias entre 150-300 mg/dL) y severa (glucemia
mayor a 300 mg/dL), se administro el jugo de fruto C. ficifolia a una dosis de 4 ml/kg,
disminuyendo significativamente la glucemia sélo en conejos con diabetes moderada
(Roméan y col., 1992). En estudios realizados en ratones sanos para observar el
efecto de la administracion de diferentes dosis del jugo de C. ficifolia por via

intraperitoneal y oral, se observo efecto hipoglucémico por ambas vias; ademas, las



dosis de 750 a 1250 mg/kg indujeron la muerte de los ratones. En otro estudio con la
administracion diaria por via oral del jugo de C. ficifolia por 14 dias a ratones
tratados con alloxana se observé también disminucion significativa de la glucemia
(Alarcén y col., 2002). También se han realizado estudios de toxicologia aguda con
el jugo liofilizado de C. ficifolia en ratones, reportandose una dosis letal 50 (DLsp)
por via intraperitoneal de 625 mg/kg y por via oral de 3689 mg/kg (Hernandez y col.,
2002). En pacientes diabéticos también se ha demostrado el efecto hipoglucémico
de C. ficifolia. Pacientes con DT2 con glucemias entre 150-300 mg/dL recibieron un
extracto de C. ficifolia a una dosis de 4 ml/Kg, la glucemia se monitoreé por 5 horas
y se observé su disminucion después de 3 h de haber sido ingerido el fruto (Acosta y

col., 2001).

Por otra parte, en estudios fitoquimicos con el fruto de varias plantas
pertenecientes a la familia Cucurbitaceae (Cucurbita pepo L. y Momordica charantia
L.) se han aislado cucurbitaglucosidos con actividad citotéxica (Chang y col., 2008;
Wang y col., 2008). También se han identificado y aislado otros componentes, como
el acido ascorbico, beta y alfa-carotenoides, etc., que podrian tener propiedades
antioxidantes y podrian ser Utiles en el tratamiento de diversas patologias (Hancock
y col., 2008; Azevedo-Meleiro y Rodriguez-Amaya 2007). En otras cucurbitaceas,
como en Cucurbita moschata Duchesne ex Poir, se han identificado polisacaridos
compuestos por glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa y ramnosa; estos polisacaridos
se probaron en cultivos de macréfagos mostrando efecto antioxidante. También se
han aislado compuestos tipo cucurbitacinas, los que han sido propuestos con efecto
antiinflamatorio en ratones y ratas con inflamacion local (Chen vy col., 2005; Recio y

col. 2004).



Se han realizado estudios con polisacaridos, formados por glucosa, galactosa
y manosa, aislados a partir de Cordyceps sinensis Sacc., muestran efecto
hipoglucémico en ratas con diabetes experimental inducida por estreptozotocina (Liy
col., 2006; Yang y col., 2007). En el 2006, Xia y Wang aislaron un compuesto a partir
del extracto metandlico de C. ficifolia, el D-quiro-inositol, el cual mostro efecto
hipoglucémico en ratas tratadas con estreptozotocina. Finalmente, se administré un
extracto de C. ficifolia durante 30 dias por via oral, con 10 a 20 mg de D-quiro-
inositol por cada kg del peso del animal. El extracto fue capaz de incrementar los
niveles de glucogeno hepatico, la hemoglobina total, los niveles de insulina y

disminuir los niveles de glucosa (Xia y Wang, 2006).

En nuestro laboratorio de farmacologia de la UAM-I se ha determinado que la
administracion de C. ficifolia (200 mg/kg) disminuye los niveles de malondialdehido
(producto de lipoperoxidacién) y aumenta glutation reducido en higado de ratones
diabéticos. A esta dosis C. ficifolia disminuye los niveles de TNF-a e incrementa
IFN-y, IL-6 e IL-10 en plasma de ratones con diabetes inducida con estreptoztocina.
A pesar de que son varios los estudios que sustentan la actividad hipoglucemiante
de C. ficifolia, aun falta conocer su mecanismo de accion, asi como evaluar su

influencia sobre los marcadores inflamatorios caracteristicos de la obesidad.



3. Justificacion
Se ha demostrado que la inflamacion en la obesidad es uno de los principales
factores de riesgo para desarrollar DT2 y que ambas enfermedades estan
acompanadas de un proceso inflamatorio que contribuye al desarrollo de

complicaciones vasculares.

Por otro lado, se tienen evidencias de que C. ficifolia tiene propiedades
hipoglucemiantes, pero aun se desconocen los efectos benéficos que podria tener
en las patologias asociadas con la DT2. En este trabajo se propone conocer si un
extracto hipoglucemiante de C. ficifolia tiene efecto antiinfamatorio en ratones
obesos, con la finalidad de sentar las bases para proponerlo como una alternativa
terapéutica capaz de detener o aminorar el estado inflamatorio y la resistencia a la
insulina presente en la obesidad, previniendo asi el desarrollo de la DT2 y sus

complicaciones vasculares.

4. Hipétesis
Si el extracto hipoglucemiante de C. ficifolia tiene efecto antiinflamatorio,
entonces debe disminuir la expresion de citocinas proinflamatorias (IL-6, resistina y
TNF-a) y/o aumentar las antiinflamatorias (adiponectina e IL-10) en ratones obesos

con resistencia a la insulina.



5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar si un extracto hipoglucemiante de C. ficifolia tiene efecto

antiinflamatorio en ratones obesos con resistencia a la insulina.

5.2 Objetivos particulares

Determinar el efecto de la administracion del extracto hipoglucemiante de C.
ficifolia sobre los niveles de glucosa, hemoglobina glicada (Alc), triglicéridos,

peso corporal y la resistencia a la insulina en ratones obesos.

Evaluar la influencia de la administracion del extracto de C. ficifolia sobre las
concentraciones seéricas de IL-6, IL-10, adiponectina, resistina y TNFR2 en

ratones obesos.

Evaluar la influencia de la administracion del extracto de C. ficifolia sobre la
expresion del RNAm de IL-6, IL-10, TNF-a, resistina y adiponectina en el

tejido adiposo de ratones obesos.

Relacionar el efecto del extracto sobre la expresion de las citocinas con el

efecto producido en los parametros bioquimicos de los ratones obesos.



6. Material y métodos

6.1 Preparacion del extracto acuoso de Cucurbita ficifolia.

El fruto de C. ficifolia, sin cascara, libre de bagazo y semillas, fue cortado en
rebanadas delgadas y se colocé en un recipiente para su deshidratacion a
temperatura ambiente y con aireacion constante. El material seco fue triturado en un
molino eléctrico marca Wiley, usando una rejilla de 1 mm de diametro. Este material
(400 g) fue sometido a una maceracion con agua (4 L) durante 72 horas dentro de
una campana de flujo laminar, cada 24 horas se recupero la fase acuosa. Una vez
obtenida la fase acuosa fue filtrada y centrifugada a 805 x g para obtener un
precipitado, el cual fue separado vy liofilizado, obteniendo un rendimiento del 1.9%. El
producto liofilizado se disolvi6 en soluciébn salina isoténica (SSI) para su

administracion en los ratones.

6.2 Induccién de obesidad en ratones.

Se ocuparon ratones hembras y machos de la cepa CD-1 del bioterio de la
UAM-I, con un peso aproximado de 25-35 g. Estos ratones fueron distribuidos en
cajas diferentes a razén de 3 hembras por 1 macho para realizar las cruzas
correspondientes; una vez que las hembras se encontraban prefiadas fueron

separadas.

Las crias se distribuyeron en dos lotes, al nacer: a un lote se le administr6 SSI
por via subcutanea, en dosis de 0.01 ml/g de peso corporal, el segundo, cuarto,

sexto, octavo y décimo dia postnatal. Catorce semanas después de la



administracion de la SSI se seleccionaron los machos y se dividieron aleatoriamente
en tres grupos de 12 ratones cada uno (Grupo 1, control sano; Grupo 2, C. ficifolia y

Grupo 3, pioglitazona).

A un segundo lote de crias recién nacidas se les administr6 glutamato
monosédico (GMS; Sigma Co.) por via subcutdnea a una dosis de 2 mg/kg de peso
corporal disuelto en SSI al segundo y cuarto dia postnatal, y 4 mg/kg de peso
corporal, el sexto, octavo y décimo dia postnatal. Catorce semanas después de la
administracion de GMS se seleccionaron los machos y se dividieron aleatoriamente
en tres grupos de 12 ratones cada uno (Grupo 4, control obeso; Grupo 5, C. ficifolia

y Grupo 6, pioglitazona).

El GMS es una sustancia que dafia a las células del ndcleo arcuato y
neuronas circuventriculares del hipotalamo (Elefteriou y col., 2003). El hipotalamo
contiene multiples sistemas neuronales, que contribuyen a la regulacion de la
homeostasis del balance energético; algunos de estos sistemas estimulan el
consumo de alimento (sefiales orexigénicas) y otros lo disminuyen (sefales
anorexigénicas). Los componentes hipotaldmicos que intervienen en estas funciones
son los nucleos arcuato, ventromedial, paraventricular, dorsomedial, supraéptico,
supraquiasmatico y el area hipotaldmica lateral. El nucleo arcuato es uno de los
nacleos mas importantes del sistema, y se asocia con una funcién integradora del
balance energético. Este nucleo contiene numerosas neuronas productoras de
sustancias que controlan el apetito, como neuropéptido Y (NPY), derivados de

proopiomelanocortina (POMC), transcriptasa relacionada con la cocaina-amfetamina



(CART), proteina r-Agouti (AgRP), acido gamaaminobutirico (GABA) y glutamato

(Esquema 1) (Perello y Spinedi, 2004).
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Esquema 1. Moléculas secretadas por las neuronas del ndcleo arcuato (arc)
como POMC/CART (sustancias anorexigénicas) y NPY/AgRP/GABA
(moléculas orexigénicas) y su interaccion con el nicleo paraventricular
(PVN), el érea perifornical (PFA), area lateral hipotalamico (LHA) y nucleo
del tracto solitario (NTS). Tomado de (Authesserre y col. 2009).

6.3 Determinacion del peso corporal y parametros bioguimicos.

A los ratones (cuatro meses de edad) se les determiné glucemia, Alc,
triglicéridos y peso corporal antes de iniciar el tratamiento. La glucemia se cuantificd
empleando un glucoémetro Accutrend Sensor Comfort (Roche); la Alc con un aparato
DCA 2000 (Bayer); el Reflotron se utilizd para medir triglicéridos y la determinacion

del peso corporal se realiz6 en una bascula (OHAUS).

Después de la determinacion de estos parametros al inicio del experimento,
se procedid a realizar la administracion de los diferentes tratamientos por via

intragastrica durante 30 dias. A los Grupos 1y 4 se les administré SSI, a los Grupos



2 y 5 se les administro el extracto acuoso de C. ficifolia a una dosis de 200 mg/kg
(0.6 mg de D-quiroinositol) y a los Grupos 3 y 6 se les administrd pioglitazona a una
dosis de 0.64 mg/kg. Al final de los tratamientos se volvieron a cuantificar los
parametros bioquimicos antes mencionados. Para la evaluacion de la resistencia a
la insulina se utilizaron 5 animales de cada grupo, mientras que para la
cuantificacion de citocinas inflamatorias se usaron el resto de los animales de cada

uno de los grupos.

6.4 Evaluacién de resistencia a la insulina.

Al final de los tratamientos se realizé una prueba de tolerancia a la insulina en
5 animales de cada grupo. Para lo cual, después de un ayuno de 10 h los ratones
recibieron 0.75 UIl/Kg de insulina por via intraperitoneal y la glucemia se determiné a

los 0, 15, 30 y 45 minutos.

6.5 Cuantificacion de las concentraciones plasmaéaticas de citocinas.

Al final de los tratamientos, los animales de cada grupo se anestesiaron
ligeramente con éter etilico y se obtuvieron aproximadamente 1.5 ml de sangre del
seno orbital del ojo. Cada muestra se centrifugd a 419 x g y se obtuvo el suero para

la cuantificacién de las citocinas.

Las citocinas se cuantificaron en el suero de los ratones por el método de
ELISA, con estuches comerciales de IL-6 e IL-10 (Pierce; Rockford, USA) y

adiponectina, resistina y TNFR2 (R & D Systems; Minneapolis, USA). Las



absorbancias se midieron en un lector de ELISA a 450 nm de longitud de onda y se

realizé la correccién de las lecturas a 595 nm.

6.6 Cuantificacidon de la expresién de citocinas por RT-PCR en tiempo real.

6.6.1 Extraccion del RNA.
Para la extraccion del RNA total se utilizé la metodologia descrita por
QIAGEN. Al cabo de cada uno de los tratamientos, se obtuvieron 100 mg de tejido

adiposo del epididimo.

Para el aislamiento del RNA, los 100 mg del tejido se homogenizaron con 1 ml
del reactivo de Lisis QIAzol, en un homogenizador (Politron). Después, la muestra se
mantuvo a temperatura ambiente (15-25° C) por 5 min. Se adicionaron 200 pl de
cloroformo, se agitd 15 seg y se dejé a temperatura ambiente por 2-3 min. Después
de centrifugar a 12,000 x g a 4° C por 15 min, se obtuvieron 3 fases: una fase
acuosa transparente (superior) que contiene el RNA, una interfase blanca y una fase
organica de color rojo (inferior). A la fase acuosa se le adicionaron 600 ul de etanol
al 70% y se mezcldé con ayuda de un vortex. Se tomaron 700 pl de la muestra,
incluyendo cualquier precipitado que pudiera formarse, y se pasé por una
minicolumna; para filtrar se centrifugd a 8,117 x g por 15 seg a temperatura
ambiente. Se repitié el paso anterior usando el resto de la muestra. Para lavar la
columna se adicionaron 700 ul de Buffer RW1, se centrifug6 por 15 seg a 8117 x g.
La columna se lavd dos veces con Buffer RPE y después de cada lavado se

centrifug6 a 8,117 x g por 15 seg a temperatura ambiente. Para secar la membrana



del gel de silicona se centrifug6 a 13,148 x g por 2 min y el filtrado se desechd. El
RNA se recuperd en un tubo nuevo, se pasaron dos veces 30-50 pl de agua libre de
RNasa sobre la membrana del gel de silicona; para filtrar se centrifug6 cada vez por
1 min en las condiciones ya indicadas. EI RNA se dividi6 en alicuotas que se

almacenaron a -70° C hasta su uso.

Para la cuantificaciéon y determinacion de la pureza del RNA se determinaron
los valores de absorbancia a 260 y 280 nm. Para determinar la integridad del RNA,
las muestras se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer de
electroforesis Tris-borato/EDTA (TBE), se tifié con bromuro de etidio y la separacion
se realizé a 75 V por 45 minutos. La imagen se observo bajo luz ultravioleta y se

capturd en un analizador de imagenes Gel Doc (BioRad).

6.6.2 Transcripcién en reversa (RT).

La transcripcién en reversa se realiz0 para sintetizar DNA complementario
(cDNA) a partir de RNA mediante la reaccion catalizada por la enzima transcriptasa
reversa, usando un estuche de ImProm II. Se utilizaron 2 uyg de RNA total;, se
adicioné una mezcla de iniciadores al azar (random primers 0.5 pg/ul) que estan
formados por seis nucledtidos, éstos se unen aleatoriamente al RNA para su
retrotranscripcion. La reaccién se incubd en el temociclador de Applied Biosystems
GeneAmp PCR System 2700, con el siguiente programa de ciclos: 25° C por 5 min,
seguido por la extension a 42° C por 55 min y la reaccion se detuvo calentando a 70°

C por 15 min y enfriando a 4° C por 5 min.



6.6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa en “tiempo real” (PCR).

La amplificacién del cDNA se llevd a cabo con la enzima DNA polimerasa
usando un estuche de “DNA master plus SYBR Green 1” para las citocinas: IL-6, IL-
10, resistina, adiponectina y TNF-a, asi como también para el gen de normalizacion
(una proteina ribosomal 36B4). Este proceso se realiz6 empleando el equipo
LightCycler 2.0 (Roche Molecular Biochemicals Mannheim Germany), que mide
continuamente la amplificacién de productos de PCR en cada ciclo. Se prepar6 una
mezcla de reaccion con el cDNA de las citocinas descritos previamente o de 36B4,
los primers forward y reverse correspondientes (Tabla 1), mas la enzima Fast Start,

amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCl,.

Las muestras se amplificaron en el LightCycler 2.0 de Roche, utilizando
capilares de borosilicato de 20 ul. Se utilizd un programa de amplificacion para
SYBR Green con un primer segmento de 10 min a 95° C para la preincubacion de la
enzima y desnaturalizacion, un segundo segmento de amplificacion conformado por
aproximadamente 40 ciclos y cada ciclo constituido por un alineamiento a 61° C por
7 seg a una rampa térmica de 20° C por seg; una amplificaciéon a 72° C por 10 seg a

una rampa térmica de 20° C por seg. La fluorescencia se cuantifico por cada ciclo.

A partir de un programa de analisis de temperatura de fusion (melting) se
realizd la verificacion de la amplificacion especifica. El programa consistio en una
desnaturalizacion a 95° C con una rampa térmica de 20° C por seg, un
realineamiento a 65° C durante 15 seg, a una rampa térmica de 20° C por seg; y por
altimo, una desnaturalizacion lenta hasta 95° C a una rampa térmica de 0.1° C por

seg y se cuantifico la fluorescencia de manera continua.



Tabla 1. Secuencia de oligonucleotidos utilizados para la cuantificacion del

RNAm de las citocinas por RT-PCR en tiempo real

Gen Primer

TNF-a F5-CCTCCCTGTCATCAGTTCTA-3

R5-ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’

Resistina F5-GTACCCACGGGATGAAGAACCG-3’

R5-GCAGAGCCACAGGAGCAG-3’

IL-6 F5-TTCCATCCAGTTGCCTTCTT -3

R5-CAGAATTGCCATTGCACAAC -3’

Adiponectina F5"-AAGGACAAGGCCGTTCTCT-3

R5-TATGGGTAGTTGCAGTCAGTTGG-3’

IL-10 F5-CCA AGC CTT ATC GGA AAT GA-3’

R5-TTT TCA CAG GGG AGA AAT CG-3°

36B4 F5-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT-3"

R5-CCGCAGGGGCAGCAGTGGT-3"

Para verificar los productos obtenidos por PCR se utilizé el corrimiento de los
productos por electroforesis en geles de agarosa al 2%, tefildos con bromuro de
etidio. Por ultimo, para la cuantificacion de la expresion se utilizé el método de AACt

(Dorak, 2009).



7. Andlisis estadistico
Los resultados se analizaron mediante ANOVA vy utilizando como prueba
complementaria Tukey-Kramer para evaluar las diferencias entre grupos, con un

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

8. Resultados
8.1 Efecto hipoglucemico de C. ficifolia en ratones sanos.

Para comprobar si el extracto era capaz de disminuir las concentraciones de
glucosa en sangre, se formaron dos grupos de ratones sanos, al grupo 1 se le
administré por via intragastrica el extracto a una dosis de 400 mg/Kg y al grupo 2 se
le administré SSI, observando que el extracto de C. ficifolia redujo significativamente
la glucemia después de seis horas de la administracion, comparado con el grupo

control (Figura 1).
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Figura 1. Estudio agudo con el extracto acuoso de C. ficifolia. Cuantificacion de la
glucosa al inicio y a las 6 h después de la administracion de SSI y del extracto. Media +
E.E.M. (n=6). *Diferencia significativa respecto al grupo control (p<0.05).



8.2 Efecto del extracto acuoso de C. ficifolia sobre el peso corporal y la ingesta

de alimento en ratones sanos y obesos.

En la induccion de la obesidad se observé que de 60 ratones que fueron
tratados con glutamato monosoédico se obtuvo un 43.33% de hembras obesas y un
56.66% de machos obesos; so6lo los machos fueron incluidos en este estudio. La
administracion subcutdnea del GMS en los ratones neonatos provocd que estos
animales, presentaran un exceso de tejido adiposo, en comparacion con los ratones

neonatos que solo recibieron solucion salina, a los cuatro meses de edad (Figura 2).

Figura 2. Imagen de un raton normal (A) y un raton al cual se le indujo
obesidad por administraciéon neonatal de glutamato monosddico (B) a los
cuatro meses de edad.

En las siguientes graficas se muestran las variaciones en el peso corporal
observadas en cada uno de los grupos de ratones desde el inicio, a los 15 y 30 dias

después del tratamiento. El extracto de C. ficifolia caus6 una reduccion significativa



Peso (9)

del peso corporal después de 30 dias de tratamiento, tanto en los ratones sanos
(Figura 3A) como en los obesos (Figura 3B). La administracién de pioglitazona en
ambos modelos provocdé un comportamiento similar al observado en los grupos

control que sélo recibieron SSI.
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Figura 3. Peso corporal de los ratones sanos (A) y obesos (B) durante la administracion de SSI, extracto
de C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. (n=8). *Diferencias significativas con respecto al control
sano y obeso (p<0.05).

Desde el inicio hasta los 30 dias de administracion se monitore6 el consumo
de alimento y se observo que los grupos de ratones sanos tratados con C. ficifolia y
pioglitazona no mostraron cambios significativos con respecto al grupo control
(Figura 4A). Mientras que en los animales obesos el extracto de C. ficifolia redujo
significativamente el consumo de alimento con respecto al grupo control obeso

(Figura 4B).
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Figura 4. Cantidad de alimento consumido cada 48 horas por los animales sanos (A) y obesos (B) con el
tratamiento de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. (n=8). *Diferencias significativas con respecto
al control obeso/SSI (p<0.05).

8.3 Efecto del extracto de C. ficifolia sobre pardmetros bioquimicos vy

evaluacion de resistencia a lainsulina en los ratones sanos y obesos.

En relacién con los parametros bioquimicos, se observd que a los 30 dias de
tratamiento los ratones sanos tratados con C. ficifolia mostraron una tendencia a la
reduccion de glucosa en sangre con respecto al grupo control (Figura 5A). Por su
parte, en los ratones obesos la administracion del extracto no mostr6 cambios

importantes comparados con los otros grupos (Figura 5B).
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Figura 5. Glucemia en los ratones sanos (A) y obesos (B) después de 30 dias de tratamiento con SSlI, C.
ficifolia o pioglitazona. Media £ E.E.M. (n=8).



Otro parametro que se cuantifico al final del tratamiento fue la Alc, la cual se
redujo 0.26%, estadisticamente diferente en los ratones sanos tratados con C.
ficifolia con respecto al control (Figura 6A). En el grupo obeso la administracion de

C. ficifolia no produjo modificaciones importantes con respecto al control obeso

(Figura 6B).
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Figura 6. Niveles de Alc en los animales sanos (A) y obesos (B) con tratamiento de SSl, C. ficifolia y
pioglitazona. Media + E.E.M. (n=8). *Diferencias significativas con respecto al control sano/SSI (p<0.05).

Por otra parte, la concentracion de triglicéridos no cambio entre ratones sanos
y obesos. Los tratamientos con C. ficifolia y pioglitazona no produjeron cambios con
respecto al grupo control, por lo cual se obtuvieron valores menores a 70 mg/dL

(datos no mostrados).

A los 30 dias de tratamientos se evalud la resistencia a la insulina,
observando que los ratones sanos responden rapidamente a la administracion de la

insulina, disminuyendo los niveles de glucosa a los 45 minutos hasta valores de 10



mg/dL. Sin embargo, los ratones obesos no respondieron adecuadamente a la carga
de insulina, por lo cual la glucemia se encuentra arriba de 60 mg/dL a los 45
minutos. La administracion de C. ficifolia y pioglitazona en los ratones obesos
produjo un efecto positivo sobre la respuesta a la insulina, ya que, en ambos casos,

la glucemia se redujo significativamente con respecto al control obeso (Figura 7).
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Figura?7. Evaluacion de resistencia a la insulina en animales sanos y obesos con tratamiento de SSI,
C. ficifolia o pioglitazona. Media + E.E.M. (n=5). *Diferencias significativas con respecto al control
obeso/SSI (p<0.05).



8.5 Expresidén de citocinas después del tratamiento con extracto de C. ficifolia
en ratones sanos y obesos.

Una vez que se extrajo el tejido adiposo de los animales sanos y obesos, para
la cuantificacion de la expresién del RNAm de las citocinas, en primer lugar se aislo
el RNA por el método de columna y por medio de espectrofotometria se determiné la
pureza y la concentracién de RNA obtenido. Es importante mencionar que la pureza
fue determinada calculando la relacion de las absorbancias obtenidas a 260 nm/280
nm; cuando ésta es mayor a 1.5 se indica que el RNA se encuentra puro y la
muestra es apropiada para ser utilizada. Ademas, por electroforesis se determiné la
integridad del RNA, observandose las bandas ribosomales 18S y 28S (Figura 8). La
ausencia de bandas o la presencia de un barrido son indicativas de degradacion del

RNA en las muestras.

Figura 8. Integridad del RNA después de la extraccion del mismo del tejido
adiposo epididimal de ratones machos. EI RNA total se analizd en geles de
agarosa al 1%, marcado con bromuro de etidio, separacion a 75 V por 45
minutos.



Después de realizar la extraccion de RNA se llevd a cabo la
retrotranscripcion. Una vez obtenido el cDNA con el uso del equipo de PCR tiempo
real se realizaron las curvas estandar utilizando diluciones seriales a partir de 1:10
hasta 1:10000 de una muestra control de cDNA para la amplificacion del gen de
cada citocina, asi como del gen de referencia. Los genes estandarizados fueron para
las siguientes citocinas: TNF-a, IL-6, IL-10, adiponectina, resistina y como gen de
referencia el de la proteina ribosomal 36B4. En las curvas estdndar de amplificacion

se obtuvo una eficiencia cercana a dos y un error alrededor de cero (Figura 9).
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Figura 9. Curva estandar para la determinacion de la expresion de adiponectina (A), IL-6 (B), TNF-a (C), IL-10
(D), resistina (E) y 36B4 (F).



Por altimo, por electroforesis se verificd la amplificacion de las secuencias de
interés. En la Figura 10 se muestra la presencia de los fragmentos amplificados que
corresponden a: adiponectina (101 pb), IL-6 (129 pb), TNF-a (102 pb), IL-10 (163 pb)

y resistina (253 pb).

Adiponectina

Figura 10. Andlisis de los productos de amplificacion: adiponectina, 1L-6, TNF-a, resistina y IL-10. En
geles de agarosa al 2%, marcado con bromuro de etidio, separacion a 100 V por 45 minutos.

Los datos obtenidos sobre los niveles séricos y la expresion del RNAm en el
TAB de las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias se describen a continuacion.
Los ratones sanos tratados con pioglitazona y extracto de C. ficifolia presentaron
altas concentraciones de resistina en suero (Figura 11A) y de su RNAm en tejido
adiposo (Figura 11B) con respecto al control. En los ratones obesos la pioglitazona

produjo una disminucién en las concentraciones de resistina, tanto en suero como



en la expresion del RNAm (Figura 12A-B), mientras que la administracion del
extracto no produjo un cambio significativo en los niveles séricos (Figura 12A) pero

redujo significativamente la expresion de resistina en tejido adiposo (Figura 12B).
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Figura 11. Niveles séricos (A) y expresion de resistina en tejido adiposo (B) en los ratones sanos con el
tratamiento de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. *Diferencias significativas con respecto al control
sano/SSI (p<0.05). Para la determinacién de proteina se utilizé una n=7 y para RNAm n=5.
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Figura 12. Concentraciones de resistina en suero (A) y expresion del RNAm en tejido adiposo (B) de ratones
obesos con tratamiento de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media £+ E.E.M. *Diferencias significativas con
respecto al control Obeso/SSI (p<0.05). Para la determinacion de proteina se utiliz6 una n=7 y para RNAm n=5.

Respecto a IL-6 se observo que el grupo sano tratado con C. ficifolia no

manifesté cambios en las concentraciones séricas de esta citocina (Figura 13A),



mientras que la expresion del RNAmM se redujo significativamente con respecto al
control (Figura 13B). Pioglitazona produjo un incremento significativo de IL-6 en
suero sin producir cambios significativos en el RNAm tejido adiposo (Figura 13A-B).
En los animales obesos se observd disminucion de IL-6 en suero (Figura 14A) y
expresion del RNAmM en los grupos tratados con el extracto de C. ficifolia y

pioglitazona (Figura 14A-B).
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Figura 13. Concentraciones séricas de IL-6 (A) y expresion del RNAm en tejido adiposo (B) en los ratones
sanos con el tratamiento de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. *Diferencias con respecto al
control sano/SSI (p<0.05). Para la determinacion de proteina se utilizé una n=7 y para RNAm n=5.
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Figura 14. Concentraciones en suero (A) y expresion del RNAm de IL-6 (B) en los ratones obesos con la
administracién de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. *Diferencias significativas con respecto al
control Obeso/SSI (p<0.05). Para la determinacion de proteina se utilizé una n=7 y para RNAmM n=5.



Acerca del receptor TNFR2, su medicion se realiz6 para determinar
indirectamente TNF-a. en suero. La administracion de C. ficifolia en los ratones
sanos no mostré cambios significativos en los niveles séricos de TNFR2 (Figura
15A) pero redujo la expresion del RNAmM de TNF-a en tejido adiposo (Figura 15B). El
tratamiento con pioglitazona en los ratones sanos mostro un incremento significativo
de TNFR2 en suero (Figura 15A) con una reduccion significativa del RNAmM de TNF-
a (Figura 15B). En los ratones obesos tratados con C. ficifolia redujo
significativamente la concentracion de TNFR2 (Figura 16A) y el RNAmM de TNF-a
(Figura 16B). Por otra parte, pioglitazona disminuyé el RNAmM de TNF-a en tejido

adiposo de los animales obesos (Figura 16B).
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Figura 15. Niveles séricos de TNFR2 (A) y expresién del RNAmM de TNF-a (B) en los ratones obesos con el
tratamiento de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. *Diferencias significativas con respecto al
control sano/SSI (p<0.05). Para la determinacién de proteina se utilizé una n=7 y para RNAm n=5.
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Figura 16. Concentraciones de TNFR2 (A) y expresion del RNAm de TNF-a (B) en los ratones obesos con el
tratamiento de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. *Diferencias significativas con respecto al
control obeso/SSI (p<0.05). Para la determinacién de proteina se utilizéd una n=7 y para RNAm n=5.



Una vez descritos los resultados con las citocinas proinflamatorias. A
continuacion se muestran los datos obtenidos sobre las dos citocinas
antiinflamatorias IL-10 y adiponectina. La administracion de pioglitazona y C. ficifolia
en los ratones sanos incrementd significativamente los niveles de IL-10 en suero
(Figura 17A) y del RNAmM en el tejido adiposo (Figura 17B), aunque es importante
mencionar que pioglitazona incrementd6 dos veces mas las concentraciones
normales de IL-10 que C. ficifolia (Figura 17A). Por su parte, en los animales obesos
tratados con C. ficifolia y pioglitazona no se observaron cambios significativos con

respecto al control, ni en los niveles séricos ni en la expresion del RNAm (Figura

18A-B).
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Figura 17. Concentraciones séricas (A) y expresion del RNAm de IL-10 en tejido adiposo (B) en los ratones sanos
con el tratamiento de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. *Diferencias significativas con respecto al
control sano/SSI (p<0.05). Para la determinacion de proteina se utilizéd una n=7 y para RNAm n=5.
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Figura 18. Niveles séricos (A) y RNAm de IL-10 (B) en los ratones obesos con el tratamiento de SSI, C. ficifolia
y pioglitazona. Media + E.E.M. Para la determinacién de proteina se utiliz6 una n=7 y para RNAm n=5.



En los grupos sanos tratados con pioglitazona y C. ficifolia las
concentraciones de adiponectina disminuyeron en suero con respecto al grupo
control (Figura 19A) y pioglitazona indujo incremento en la expresion del RNAm de
diponectina (Figura 19B). En los ratones obesos la administracion con pioglitazona
produjo una tendencia al incrementé de los niveles de adiponectina en suero (Figura
20A), mientras que la administracion de C. ficifolia redujo la expresiéon del RNAm con

respecto a los ratones obesos (Figura 20B).
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Figura 19. Niveles de adiponectina (A) y expresion del RNAm (B) en los ratones sanos con el tratamiento de
SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. *Diferencias significativas con respecto al control sano/SSI
(p<0.05). Para la determinacion de proteina se utiliz6 una n=7 y para RNAm n=5.
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Figura 20. Concentraciones séricas y RNAm de adiponectina en tejido adiposo de los ratones obesos con el
tratamiento de SSI, C. ficifolia y pioglitazona. Media + E.E.M. *Diferencias significativas con respecto al control
obeso/SSI. *Diferencias significativas con respecto al control obeso/GMS (p<0.05). Para la determinacion de
proteina se utilizé una n=7 y para RNAm n=5.



9. Discusién

La administracion de GMS a ratones neonatos provoca la acumulacion de una
gran cantidad de tejido adiposo a partir de los cuatro meses de edad, ademas
presentan una inflamacién producida por el exceso de tejido adiposo, lo que los hace
un modelo experimental apropiado para el estudio de procesos inflamatorios

caracteristicos de la obesidad.

En los ratones sanos como en obesos la administracion del extracto de C.
ficifolia redujo el peso corporal significativamente a los 30 dias de tratamiento. Una
caracteristica importante del presente modelo obeso es la hipofagia, y los ratones
obesos que recibieron el extracto de C. ficifolia disminuyé aun mas el consumo de
alimento en comparacion con el control, por lo cual se sugiere que la disminucién del
peso es debida a reduccion en el consumo de alimento por la administracion diaria

del extracto.

Otros modelos animales que presentan obesidad y resistencia a la insulina,
son los ratones ob/ob, db/db y ratas Zucker, ya que estos modelos animales
presentan alteraciones en el metabolismo de la glucosa y lipidos (Carley y Severson,
2005). En el presente estudio se determiné que los ratones obesos/GMS sin
tratamiento, aun a la edad de cinco meses, tienen niveles de glucosa, Alc y
triglicéridos normales, y el tratamiento con el extracto no modificé estos parametros
metabdlicos. Por su parte, en los animales sanos tratados con el extracto de C.
ficifolia se observd una tendencia a la reduccion de glucosa y una reduccion

significativa del 0.26% de Alc, con respecto al grupo control. Estos resultados



también se han observado en animales con diabetes experimantal (Angeles-Mejia,
2006), lo cual indica que el extracto tiene un efecto importante sobre el metabolismo
de la glucosa. El efecto hipoglucemiante de C. ficifolia podria deberse a un
incremento en la secrecion de incretinas como el péptido similar al glucagén (GLP-1)
(Deane y col., 2009) y el péptido inhibidor gastrico (GIP) (Kim y col., 2007) a nivel
intestinal, los cuales incrementan los niveles de insulina disminuyendo los niveles de
glucosa en sangre. Ademas estos péptidos tienen un efecto protector sobre las
células beta, incluyendo una reduccion en la apoptosis y proliferacion (Deane y col.,

2009; Campbell, 2009)

La resistina, considerada una citocina proinflamatoria, se encontrd
incrementada significativamente en los animales sanos que recibieron C. ficifolia, asi
como en los que recibieron pioglitazona. Se propone que el incremento de resistina
por el extracto de C. ficifolia, puede deberse a un incremento de la secrecion de GIP,
péptido que incrementa la expresién de resistina en tejido adiposo (Kim y col.,
2007). Se ha determinado que la resistina tiene una importante funcién en la
regulacion de la lipdlisis en adipocitos, tanto en estudios in vitro como in vivo: in vivo
el incremento de resistina estd acompafado por disminucion del peso corporal
(Koebnick y col., 2006). Por lo cual se sugiere que el extracto de C. ficifolia, al
incrementar resistina, puede afectar el metabolismo de lipidos, causando la
disminucién en el peso corporal de los animales a los 30 dias de tratamiento. El
incremento de resistina por pioglitazona tiene correlacion con algunos estudios
realizados con rosiglitazona, otro farmaco del tipo de las tiazolidinedionas, la
administracion de rosiglitazona produce un incremento de esta citocina inflamatoria

en ratones sanos; este farmaco al activar PPAR-y es capaz de inducir la


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Koebnick%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

transcripcion de resistina junto con la actividad de C/EBP (Tomaru y col., 2009; Cho
y col., 2008), entonces, la accién de pioglitazona se podria explicar por medio de

este mismo mecanismo.

La resistina en ratén es una proteina producida principalmente por adipocitos
y en humanos por macréfagos y monocitos (Gimeno y Klaman, 2005). En los
animales obesos/GMS los niveles de resistina se encuentran altos niveles y la
administracion del extracto de C. ficifolia y pioglitazona disminuyen
significativamente su expresion en tejido adiposo. Esto indica que los dos
tratamientos disminuyen la inflamacién en la obesidad. Cabe sefialar también que la
reduccion de resistina por parte de C. ficifolia puede ser producto de la disminucion
en el peso corporal de los animales, como se explicé anteriormente. En ratas
Zucker, que presentan DT2 y obesidad, se ha demostrado que la disminucién en el
peso produce una disminucién en la expresion de resistina en el tejido adiposo

(Milan y col., 2002).

El efecto diferencial producido por pioglitazona al incrementar resistina en los
ratones sanos y disminuir esta citocina en ratones obesos, ya se ha reportado
anteriormente, con el uso de otras tiazolidinedionas (Fukui y Motojima., 2002), lo
cual indica que la expresion de resistina puede estar modulada no solo por la

activacion de PPAR-y sino por otros factores que inhiban o activen su expresion.

En el presente estudio se midid indirectamente el TNF-a, por medio de la
cuantificacion de la concentracion del receptor de TNFR2 ya que su concentracion

es proporcional a la cantidad de TNF-a en suero, siendo el receptor una proteina
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mas estable que la misma citocina (Straczkowski y col., 2002). En los ratones sanos
la administracion del extracto de C. ficifolia no alteré los niveles séricos de TNFR2
pero disminuyo la expresion RNAm del TNF-a. Ademas del tejido adiposo, diversas
células del sistema inmunoldgico llevan a cabo la produccion de TNF-a (Guido y col.,
2005), por lo cual el efecto del extracto podria provocar una respuesta diferencial
sobre las células del sistema inmune y el tejido adiposo. Otra explicacion en la
reduccion de la expresion de TNF-o sélo en el tejido adiposo puede deberse al
incremento de resistina, citocina que pudiera provocar un aumento en la lipdlisis del
tejido adiposo disminuyendo la cantidad de este tejido (Koebnick y col., 2006), y
reduciendo la cantidad de moléculas secretadas por éste; lo cual provocaria una
reduccion del RNAm de TNF-a en tejido adiposo, sin producir cambios importantes
en suero debido a que esta citocina puede provenir de otros tipos celulares. Este
razonamiento también sustentaria la reduccion del RNAmM de IL-6 en el tejido

adiposo, sin observarse cambios significativos en suero.

Las altas concentraciones de TNF-o e IL-6 en suero se relacionan
directamente con la cantidad de tejido adiposo y resistencia a la insulina (Waki y
Tontonoz, 2007; Gimeno y Klaman, 2005). Estas dos citocina inflamatorias en los
animales obesos/GMS se encuentran alteradas y la administraciéon de C. ficifolia
indujo su disminucién, tanto de la proteina como del RNAmM de TNF-a e IL-6, lo que
indica que en estos animales se puede reducir la inflamacién sistémica presente en
la obesidad. También el tratamiento con pioglitazona disminuyé la inflamacién al
decrementar el RNAm y la concentracion en suero de resistina, IL-6 y TNF-a en los

ratones obesos/GMS, este efecto antiinflamatorio ya ha sido reportado, en ratones
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db/db que fueron tratados durante 14 dias con una dosis de 3 mg/kg (Mohapatra y

col., 2009).

Mientras, que en los animales sanos la administracion de pioglitazona
incrementd significativamente los niveles de TNFR2 e IL-6 en suero. En pacientes
con una enfermedad de higado aguda o crénica se presentan altos niveles de IL-6,
TNF-a, TNFR1 y TNFR2 (Tacke y col., 2009). Por lo cual, se sugiere que el
incremento de IL-6 y de TNFR2 en los animales sanos con la administracion de
pioglitazona puede estar relacionado con un efecto hepatotdxico, ya que se tienen
reportes de que éste es uno de los efectos adversos del farmaco (Tolman, 2000). El
efecto de pioglitazona en los animales sanos no puede deberse a la dosis utilizada
(0.64 mg/kg), ya que es un dosis fue mas baja a la terapéutica 30 mg/kg (Mohapatra
y col., 2009), pero el efecto inflamatorio observado puede ser debido al tiempo de

administracion.

Con respecto a la adiponectina, citocina antiinflamatoria, se ha reportado que
en las ratas Zucker y en los ratones ob/ob (modelos de obesidad) la adiponectina se
encuentra en niveles bajos con respecto a los animales delgados (Milan y col., 2002,
Delporte y col., 2004). Estos niveles de adiponectina favorecen la inflamacién en la
obesidad; cuando los animales disminuyen de peso se incrementa la concentracion
sérica de adiponectina produciendo una disminucién de las citocinas inflamatorias
(Milan y col., 2002; Delporte y col., 2004). En los ratones con obesidad generada por
glutamato monosddico no se encuentra alterada la adiponectina con respecto al
control sano. Aunque en los ratones obesos/GMS se observo que el tratamiento de

C. ficifolia disminuye la expresion de las citocinas inflamatorias y también se observo



gue disminuye significativamente la expresiéon del RNAm de adiponectina en el tejido
adiposo. Esta respuesta podria estar asociada con la diminucion del peso corporal.
En este caso, C. ficifolia, al provocar la disminucion del peso corporal, estaria
provocando un efecto directo sobre la inhibicion de PPAR-y, factor de transcripcion
gue regula la adipogénesis y la expresion de adiponectina (Schiffrin, 2003), por lo
cual se observan niveles bajos de adiponectina. No se tienen otros reportes sobre
este efecto del extracto de C. ficifolia, por lo que se desconoce cuéal de sus
componentes podria estar provocando esta respuesta. El extracto contiene algunos
carbohidratos y se ha reportado que algunos oligosacaridos pueden disminuir la
adipogenesis al inhibir la expresion de PPAR-y y C/EBP (Cho y col., 2008), por lo
gue no se descarta que dichos compuestos pudieran participar en los efectos

antiinflamatorios que muestra el extracto de C. ficifolia.

Por otra parte, C. ficifolia en los animales sanos no modifica la expresion del
RNAmM de adiponectina y el tratamiento con pioglitazona incrementa
significativamente adiponectina, este incremento es debido a que el farmaco

promueve la activacion de PPAR-y, aumentando la transcripcion de adiponectina.

Aungue en los animales sanos la administracion de C. ficifolia no modifica
adiponectina, citocina antiinflamatoria, se observé que la administracién del extracto
incrementa  significativamente  IL-10, citocina que tiene caracteristicas
antiinflamatorias. Este efecto también puede estar relacionado con la disminucion en
el peso corporal. En humanos obesos se ha determinado que una disminucién en el
peso corporal se puede asociar con un incremento de IL-10 (Jung y col., 2008). Por

otro lado, el aumento de IL-10 producido por el tratamiento de pioglitazona puede



explicarse tomando en cuenta el incremento de IL-6, citocina que en ciertas
condiciones (dafio hepatico agudo), puede tener un efecto antiinflamatorio e inducir

el incremento de IL-10 (Petersen y Klarlund, 2005; Xing y col., 1998).

Se ha descrito que tanto en ratones ob/ob, como los obesos/GMS presentan
altos niveles de glucorticoides (Delporte y col., 2004; Moreno y col., 2006). Los
glucocorticoides son moléculas sintetizadas en la corteza adrenal; en ratones y
humanos los principales son el cortisol y la corticosterona, y en obesidad hay una
fuerte accion de éstos (Watts y col., 2005). Algunas de la funciones de los
glucocorticoides son el aumento de la gluconeogénesis hepatica en forma directa e
indirecta, incrementando la respuesta a hormonas gluconeogénicas (glucagén y
catecolaminas), estimulacion de la protedlisis en tejidos periféricos, suministrando
sustratos gluconeogénicos al higado, inhibicion de la captacion de glucosa por
tejidos periféricos, aumento de la lipélisis adipocitaria, aunque en forma crénica y
asociados a la insulina pueden ser lipogénicos y alterar la distribucién grasa (Perello
y Spinedi, 2004). También se ha descrito que los glucocorticoides tienen funcién
antiinflamatoria y pueden activar la transcripcién de genes como el de IL-10 (Barnes,
1998; Adcock e Ito, 2000). En los ratones obesos/GMS encontramos niveles altos de
IL-10 en suero con respecto a los ratones sanos; este incremento podria deberse a
la alteracion de los glucocorticoides, por lo anterior la administracion del extracto o

de pioglitazona ya no produjeron modificaciones importantes sobre esta citocina.

Los ratones obesos/GMS, como ya se ha reportado presentan hiperglucemia
(no observada en el presente trabajo), hiperinsulinemia, hiperleptinemia (Moreno y

col., 2006), resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa (Hirata y col., 1997).



La leptina y la insulina se regulan mutuamente, asi, la leptina inhibe la produccién de
insulina en las células B del pancreas, mientras que la insulina estimula la
produccion de leptina en el adipocito (Pallett y col., 1997). Por esta razon, los
ratones obesos/GMS presentan alteraciones en la secrecion de insulina y de leptina.
La DT2 y la obesidad se caracterizan por resistencia a la insulina, por lo cual fue
importante determinar si el extracto era capaz de disminuir la resistencia a la insulina
en los ratones obesos/GMS. Se confirmé en este estudio la resistencia a la insulina
en los ratones obesos/GMS, y la administracion tanto de C. ficifolia como de
pioglitazona, aminoro la resistencia a la insulina. Por otra parte, se ha mostrado en
algunos estudios que en tejido humano la deficiencia de D-quiro-inositol tiene una
relacion directa con la resistencia a la insulina y se ha demostrado que la
administracion de este compuesto a ratas diabéticas decrece la hiperglucemia
(Larner y col., 1998). Por lo cual se ha sugerido que la molécula responsable del
efecto hipoglucemiante de C. ficifolia es el D-quiro-inositol, al cual se le ha atribuido
actividad insulino-mimética (Yap y col., 2007). Asi, ademas de tener efecto sobre la
glucemia, el extracto también tiene efecto antiinflamatorio, lo cual podria ser util para

reducir la resistencia a la insulina relacionada con obesidad.

En general, para tratar de explicar el efecto antiinflamatorio del extracto de C.
ficifolia y sobre la resistencia a la insulina en los ratones obesos, el mecanismo seria
el siguiente: al disminuir el estrés oxidativo por la accion de flavonoides (Kim, 2004),
moléculas antioxidantes contenidos en el extracto de C. ficifolia, o por accion del D-
quiroinositol, el cual se le ha demostrado que disminuye la formacion de especies
reactivas de oxigeno (Nascimento y col., 2006), evitarian la activaciéon de NF-«xB,

disminuyendo asi la expresion de las citocinas proinflamatorias. Aunque también los



flavonoides pueden actuar disminuyendo la expresién de cinasas involucradas en la
transduccion de sefiales de la proteina cinasa C (PKC) y MAPK, evitado asi la
activacion de NF-xB (Kim y col., 2004). El efecto antiinflamatorio puede estar
potenciado por otras moléculas presentes en el extracto de C. ficifolia como las
cucurbitacinas, moléculas con efecto antiinflamatorio (Chen y col.,, 2005). Y el
contenido de oligosacaridos en el extracto pueden estar favoreciendo la diminucion
en el peso corporal por inhibicibn de PPAR-y y la adipogénesis, efecto que también
puede disminuir la produccion de citocina inflamatorias por parte del tejido adiposo.
La disminucién en la expresion de citocinas inflamatorias ayuda a disminuir la
resistencia a la insulina, pero también se propone que el contenido de D-quiroinositol
afecta positivamente la transduccion de sefiales de la insulina, incrementado la

translocacion de los transportadores de glucosa, GLUT4 (Figura 21).
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Figura 21. Mecanismo antiinflamario y accion insulino-mimeética de C. ficifolia en el
tejido adiposo.
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10. Conclusién

La administracion diaria del extracto de C. ficifolia redujo los niveles séricos
de TNFR2 e IL-6 asi como la expresion del RNAm de las citocinas proinflamatorias

TNF-a, IL-6 y resistina en el tejido adiposo de ratones obesos/GMS.

El efecto antiinflamatorio de C. ficifolia observado en los ratones obesos
también se observo en los ratones sanos, con un decremento en la expresion de
TNF-a e IL-6 en tejido adiposo y un incremento de la citocina antiinflamatoria IL-10,

tanto a nivel de RNAmM como de proteina.

En relacion con las citocinas antiinflamatorias en los ratones obesos, el
extracto de C. ficifolia redujo la expresion del RNAmM de adiponectina en el tejido

adiposo, efecto que podria estar relacionado con la disminucién del peso corporal.

El control positivo, pioglitazona, redujo la inflamacién en los animales obesos,
pero a diferencia del extracto en los ratones sanos, este agente aumentd la

inflamacion al incrementar los niveles de IL-6, TNFR2 y resisitina.

Los resultados indican que el extracto hipoglucemiante de C. ficifolia podria
ser una alternativa interesante para disminuir la inflamacion presente en la obesidad,
efecto que ayudaria a disminuir la resistencia a la insulina y prevenir el desarrollo de

DT2.
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