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Glosario
AGL: Acidos grasos libres
Apo E: Apolipoproteina E
ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ASP: Por sus siglas en inglés (acylation
stimulating protein) Proteina estimuladora
de acilacion

CRP: Por sus siglas en inglés (C reactive
protein) Proteina C reactiva

C.ficifolia: Cucurbita ficifolia Bouché
DG: Diabetes gestacional

DT1: Diabetes tipo1

DT2: Diabetes tipo 2

DQI: D-quiro-inositol

ECG: Electrocardiograma

ECV: Enfermedades cardiovasculares

FABP: Por sus siglas en inglés (fatty acid
binding protein) Proteina que se une a
acidos grasos

GLUT-4: Transportador de glucosa 4

HDL: Por sus siglas en inglés (high density
lipoprotein) Lipoproteinas de alta densidad

HNF-1a: Por sus siglas en inglés
(Hepatocyte nuclear factor-1 alpha) Factor
nuclear 1 alfa de hepatocito

HPLC: Por sus siglas en inglés (high
performance liquid chromatography)
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

HTA: Hipertension arterial

IA-2: Por sus siglas en inglés (islet antigen-
2) Antigeno de islote 2

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de masa corporal

IRS-1: Sustrato del receptor de insulina 1
(por sus siglas en ingles insulin receptor
substrate 1)

Lp: Leptina

LDL: Por sus siglas en inglés (low density
lipoprotein) Lipoproteinas de baja densidad

LPL: Lipoproteina lipasa
MFGs: Macrofagos

MEMD: Medio de Eagle Modificado por
Dulbecco

MCP-1: Por sus siglas en inglés (monocyte
chemotactic protein-1) Proteina
quimioatrayente de macrofagos tipo 1

mM: Milimolar

OMS: La Organizacion Mundial de la
Salud

oxLDL: Por sus siglas en inglés (Oxidized
low-density lipoprotein) Lipoproteina de
baja densidad oxidada

PENC-ATP ll: Educacion Nacional del
colesterol-Tabla de Tratamiento para
Adultos Il

pb: pares de bases

PBS: Por sus siglas en inglés (phosphate
buffered saline) solucion salina
amortiguada por fosfatos

PCB: Proteina cinasa B

PCR: Por sus siglas en inglés (polymerase
chain reaction) Reaccion en cadena de la
polimerasa

PPRYy: Receptor activado por proliferadores
de peroxisomas tipo gamma
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RI: Resistencia a la insulina

RAAS:
sistema

Renina-angiotensina-aldosterona

SAHOS: Sindrome de apnea-hipoapnea
obstructiva del sueho

SM: Sindrome Metabdlico

TAV: Tejido adiposo visceral
TAS: Tejido adiposo subcutaneo
TG: Triglicéridos

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

SNC: Sistema nervioso central

SOCS3: Supresor 3 de sefalizacion de
citocinas

ST: Suero de ternera
TA: Tejido adiposo
TAS: Tejido adiposo subcutaneo

UAM-I: Universidad
Metropolitana Iztapalapa

Autonoma

VLDL: Por sus siglas en inglés (very low
density lipoprotein) lipoproteina de muy
baja densidad

Vil



1. Introduccién

La obesidad es un problema global asociado a una serie de alteraciones metabdlicas y al
desarrollo de enfermedades crénicas como diabetes tipo 2 (DT2), enfermedades
cardiovasculares, hipertension entre otras. El balance metabdlico normal se mantiene a través

de un sistema homeostatico complejo que involucra mdltiples tejidos y érganos.!?

En afios recientes se ha identificado al adipocito no sélo como una célula que se encarga de
almacenar energia bajo la forma de triglicéridos en periodos de abundancia nutricional y
liberarlos bajo la forma de acidos grasos libres durante periodos de privacién alimenticia, sino
que también es el mas grande o6rgano endocrino en el cuerpo, que secreta citocinas,
hormonas, y factores de crecimiento (comunmente conocidos como adipocinas) que son
importantes reguladores paracrinos, autocrinos y endocrinos.? El tejido adiposo también se
cree que desempena un papel importante en la inflamacion cronica de bajo grado asociada
con la obesidad y resistencia a la insulina. La obesidad y las células de grasa grandes alteran
el patrén de adipocinas secretadas, favoreciendo la liberacién de la citocina inflamatoria,
interleucina-6 (IL-6), y reduciendo la citocina antiinflamatoria y sensibilizante a la insulina,

adiponectina.*

El aumento de volumen de los adipocitos se acompafa de mayor secrecion de acidos grasos
libres (AGL), del factor de necrosis tumoral (TNFa), interleucinas 1 (IL-1B) y 6 (IL-6) y
disminuye la secrecion de adiponectina, entre otros. Los AGL, IL-1B y el TNFa provocan
resistencia a la insulina en el propio tejido graso y en el musculo esquelético, aumentan los
depdsitos lipidicos en los hepatocitos, alteran la funcidn endotelial y de las células beta del

pancreas. Esto explica la asociacion de la obesidad con el Sindrome Metabdlico.®




Durante el desarrollo de la obesidad se incrementa la masa de adipocitos, que se propicia por
un aumento en la diferenciacion de adipocitos y por acumulacion de lipidos en adipocitos ya
existentes. Es importante conocer cuales son los mecanismos que intervienen en la instalacion

de dicha condicion para controlar su desarrollo.

En el presente trabajo se pretende investigar el efecto de un extracto acuoso del fruto de
Cucurbita ficifolia Bouché (C.ficifolia) durante la diferenciacion a adipocitos en la linea celular
3T3-L1, donde este extracto presenta un compuesto conocido como D-quiro-inositol (DQI),
ademas de otros compuestos como cucurbitacinas, lecitinas, mio-inositol, calcio, hierro, acido
ascorbico y tiamina. En éste estudio se pretende conocer si el extracto acuoso de C.ficifolia
modifica la expresion del ARNm de IL 6 y de adiponectina por medio del método de PCR en

tiempo real, asi como también si el extracto tiene efecto sobre la excrecion de IL-6.

La caracteristica principal por lo que se selecciond este fruto comestible es porque existen
referencias en la literatura que demuestran que este fruto tiene actividad hipoglucemiante,
antinflamatoria y antioxidante que podria ayudar a las personas con obesidad y DT2, pero en
adipocitos maduros nuestro grupo demostré que el tratamiento con el extracto por 48 horas
incrementod la expresion de IL-6, a pesar de que también aumenta la adiponectina, que es un
regulador de la insulina y antiinflamatorio, en cambio IL-6, como citocina proinflamatoria, se
ha encontrado que inhibe la secrecion de insulina estimulada por la glucosa, donde
concentraciones elevadas de glucosa durante afnos precede a la DT2. No todos los efectos de

IL-6 son negativos, se ha investigado su participacion en la oxidacion de acido grasos.




2. Marco tebrico

2.1 Obesidad

El sobrepeso y la obesidad estan asociados con una variedad de estados de enfermedad
cronica, incluyendo enfermedades cardiovasculares (ECV), la diabetes tipo 2 y ciertos tipos
de cancer. La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que alrededor de un tercio de la
enfermedad coronaria y de accidente cerebrovascular isquémico son casos atribuibles al

exceso de adiposidad.®
2.1.1 La obesidad como proceso inflamatorio

La inflamacion constituye una respuesta fisiologica del organismo ante las infecciones o
heridas, que tiene como fin el restablecimiento de la homeostasis. En general se considera
que dicha respuesta es benéfica ya que, entre otras, proporciona proteccidon controlada contra
las infecciones. La obesidad se acompania frecuentemente de un cierto grado de inflamacion,
denominada inflamaciéon crénica de baja intensidad, y a la que hasta ahora no se le ha
encontrado un efecto positivo. Se considera que las patologias que cursan con inflamacion
cronica de baja intensidad, y que no se producen como consecuencia de infecciones o danos
tisulares, podrian deberse a eventos relacionados con el ambiente y las condiciones de vida,
tales como una dieta con alto contenido calérico, el sedentarismo, la exposiciéon a

determinados compuestos toxicos y el envejecimiento.”2

La obesidad se ha definido como un estado de inflamacion crénica, ya que se ha logrado
verificar la presencia de macrofagos (MFGs) infiltrados en el tejido adiposo (TA). Dicha

infiltracion podria deberse a la muerte de las células grasas hipertrofiadas y/o a una




hipersecrecion por parte del TA de citocinas proinflamatorias, tal como la proteina

quimioatrayente de macréfagos por sus siglas en inglés (MCP-1).9:10

El TA esta constituido en un 50% por adipocitos y el resto por constituyentes vasculares,
fibroblastos, células endoteliales, preadipocitos y MFGs.1! Estos ultimos constituyen entre 5y
10% del total de las células presentes en el TA, pero la ganancia de peso inducida por la dieta
genera una significativa infiltracion de MFGs que contribuye con mas del 60% de las células
halladas en ese tejido.° Estos MFGs en el TA humano fueron informados por primera vez en
el afio 2000 por Bornstein y cols,'? quienes confirmaron su ubicacién mediante la utilizacion
de técnicas inmunohistoquimicas empleando anticuerpos anti-CD68 o a-anti-quimiotripsina.
Los MFGs se encontraron mas frecuentemente en contacto directo con los adipocitos maduros
del TA visceral (TAV) que en el TA subcutaneo (TAS). Luego, Xu y Weisberg, informaron que
el TA en ratones obesos esta caracterizado por la infiltracion de MFGs, y que estos son una
importante fuente de factores de inflamacion.'® Estos investigadores consideraron la
posibilidad de que la fuente celular de los cambios inflamatorios que se dan en el TA pudieran

ser, ademas del adipocito, las células reticuloendoteliales o los preadipocitos.'4

Los resultados encontrados en las investigaciones realizadas por Xu y por Weisberg, ponen
en consideracion la existencia de un modelo que toma en cuenta la infiltracion de MFGs al TA,
y la interaccion entre los adipocitos y los MFGs como parte de los mecanismos fisiopatologicos
que permiten el establecimiento de la resistencia a la insulina (RI) y la diabetes tipo 2 (DT2).
Adicionalmente, plantean que es probable que el deterioro al endotelio, producto del dafio
oxidativo resultante de un marcado ambiente lipolitico, juega un papel importante en el
reclutamiento de los MFGs similar al observado en la ateroesclerosis.'* Al respecto, Cinti y

Strissel sugieren que la muerte de los adipocitos, la cual se relaciona con la hipoxia que tiene




lugar cuando el TA se expande en un periodo breve de tiempo, atrae a los MFGs para
remodelar este tejido, eliminando las células muertas y retirando su contenido lipidico
potencialmente citotoxico.®1® Se ha demostrado que la hipoxia podria participar activamente
en el desarrollo de inflamacién asociada a la obesidad, con un notable papel en la alteracion
de la secrecion de adipocinas, en el aumento en la expresion de genes proinflamatorios y en
la muerte de los adipocitos.!” Cuando existe obesidad, debido al exceso de grasa, y en
particular el acumulo a nivel visceral, el TA segrega cantidades mucho mas elevadas de
adipocinas, con lo que se crea un “ambiente inflamatorio”, con incremento en especial en las
concentraciones del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), resistina,
inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1), leptina (Lp), fibrindgeno y componentes del
renina-angiotensina-aldosterona sistema (RAAS).12 Algunas de estas adipocinas, sobre todo
la Lp, activan a las células endoteliales y a la acumulacion de MFGs en el TA, los cuales
liberan moléculas proinflamatorias, entre ellas el TNF-a, lo que hace perpetuar el estado de

inflamacion descrito en la obesidad.1114

Con las investigaciones en ratones realizadas por Xu y Weisberg se comenzo a clarificar el
rol de los adipocitos como células hormonales y secretoras de citocinas. En esas
investigaciones, el incremento de la adiposidad en los ratones empleados correlacioné
fuertemente con la expresidén en el TA de genes caracteristicamente expresados por los
MFGs, y dicha correlacion se hizo mas fuerte en el TAV que en el TAS, encontrando, ademas,
que el tamafo del adipocito y el peso corporal total se comportaron como fuertes predictores

del nimero de MFGs maduros hallados.10.13




2.1.2 Aumento de la Ingesta Caldrica

Condiciones y patologias asociadas: En la mujer, es frecuente el inicio de la obesidad con un
aumento de ingesta durante el embarazo. También puede aparecer obesidad en relacion a
trastornos psiquiatricos como ansiedad, compulsion, depresién o con algunos tratamientos
(antidepresivos triciclicos). Existen raros casos de lesiones hipotalamicas que comprometen
los centros reguladores del apetito.1®

Genética: En ratas genéticamente obesas (Ob) se demostré un déficit de Lp. Ya que es un
péptido (hormona) producido en el tejido adiposo y que regula la ingesta alimentaria y el gasto
energético a nivel hipotalamico. Al inhibir el neuropéptido Y (NPY) (que es un potente
orexigeno), reduce la ingesta y estimula el SN simpatico por lo que aumenta la termogénesis
(gasto caldrico). Sin embargo, la inmensa mayoria de los obesos tienen altos niveles de Lp lo
que es congruente con el aumento de la masa grasa y con una probable resistencia a la accion
de la Lp. Existen no mas de 10 casos en el mundo en que se ha encontrado un déficitde Lp y
su administracion ha tenido buen efecto en la mejoria de la obesidad. Sin embargo, hay mucho
interés en investigar otros péptidos y neurotransmisores (galanina y otros) cuya funcién en la
regulacion del peso corporal podria tener una base genética. Los estudios en gemelos han
demostrado que la herencia es importante, probablemente como un factor de susceptibilidad

para el desarrollo de la obesidad cuando otros factores asociados y el ambiente la favorecen.*®

2.1.3 Menor Gasto Calérico
» Factores ambientales: Para muchos autores la reducciéon de la actividad fisica es la
principal causa del aumento de la obesidad en el mundo occidental. La genética estaria

condicionando una susceptibilidad y la ingesta promedio a nivel de poblaciones no ha




variado tanto en las ultimas décadas. En cambio, el sedentarismo si se ha acentuado
con una menor exigencia fisica en la actividad laboral y mucha recreacion sin ejercicio

(TV, automovil, etc...).1°

» Patologias asociadas: El hipotiroidismo reduce el gasto y puede favorecer la obesidad,
pero como causa unica y principal es muy poco frecuente (< 5% en mujeres y muy rara
en hombres). Las patologias del aparato locomotor también reducen el gasto por

limitacion en la actividad fisica.l®

» Genética: En los ultimos afos se ha estudiado en modelos animales el papel de los
receptores beta 3 adrenérgicos y de las proteinas desacoplantes, que también estan
presentes en el ser humano, en la regulacion de la termogénesis facultativa. Estos
sistemas estimulan las pérdidas de calor con una menor eficiencia en la sintesis de
ATP. Desde hace muchos afos se ha descrito que existen sujetos mas "eficientes" (y
otros menos) para disponer de la energia, de tal manera que ellos tendrian una mayor
susceptibilidad a aumentos de peso frente a sobrecargas caldricas (mientras otros la
disiparian como calor sin subir tanto de peso).

Los estudios clinicos sefalan en forma concordante que el sindrome de la obesidad es

multicausal y con frecuencia se reconocen varias causas en el mismo individuo.!®

2.1.4 CO-MORBILIDADES
La obesidad aumenta los costos de salud individual y social, disminuye la autoestima, provoca

discriminacion social, laboral y eleva los riesgos de desarrollar enfermedades cronicas.'®




Padecimientos relacionados con el exceso de peso:
- Osteoartritis (rodillas, tobillos, columna lumbar)
- Disnea (mala tolerancia al ejercicio)
- Sindrome de apnea-hipoapnea obstructiva del suefio (SAHOS)
- Reflujo gastroesofagico
- Hernias (inguinales, incisionales)
- Intertrigo y micosis en pliegues cutaneos
- Incontinencia urinaria (especialmente en la mujer)
- Varices y edema en piernas
- Pseudotumor cerebral

- Enfermedades psiquiatricas (depresion, bulimia)

Alteraciones metabdlicas relacionadas con el exceso de peso:
- Diabetes tipo 2 (e intolerancia a la glucosa)*
- Hipertension arterial *
- Dislipidemias *
- Estato-hepatitis no alcohdlica *
- Sindrome de ovario poliquistico en mujeres en edad fértil *
- Aumento de factores pro-trombdéticos (PAI-1, fibrinbgeno) *
- Gota (hiperuricemia) *
- Enfermedad aterosclerdtica (coronaria, cerebral y periférica) *
- Cancer (mama, colon)

- Litiasis biliar




(*) Estan relacionadas a resistencia a la insulina e hiperinsulinemia y algunos de ellos
conforman el llamado sindrome metabdlico (SM) que es una condicién clinica, en la cual la
mayoria de sus componentes se relacionan con resistencia a la insulina, con un riesgo
aumentado de presentar diabetes y enfermedad cardiovascular ateroesclerética. Estudios en
poblaciones nérdicas han determinado que el SM aumenta por 2 el riesgo de enfermedades

vasculares y por 3 el de enfermedad coronaria.*®

2.1.5 Evaluacion clinica de obesidad

Anamnesis: Se debe determinar la historia del peso, las alteraciones de la conducta

alimentaria, la actividad fisica y las co-morbilidades asociadas.?°

Examen Fisico: El examen debe ser completo, buscando signos de patologias asociadas. La

acantosis nigricans en cuello y axilas es signo de hiperinsulinemia.?°

» Medir peso y talla para calcular el indice de masa corporal (IMC) y el perimetro de cintura.

eso(kq)
IMC = %
altura?(m)
Laboratorio: Es conveniente evaluar patologias endocrinolégicas asociadas a la obesidad

como hipotiroidismo. Otros examenes segun el caso particular y dependiendo del tratamiento

que se vaya a indicar.?°

» Glucemia en ayunas y eventualmente, una prueba de tolerancia a la glucosa oral
para diagnosticar diabetes o prediabetes.
» Perfil de lipidos con Colesterol total, colesterol unido a lipoproteinas de muy baja

densidad (por sus siglas en inglés cholesterol-low density lipoproteins (C-LDL)),




colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (por sus siglas en inglés cholesterol-
high density lipoproteins (C-HDL)) y triglicéridos. La dislipidemia mas frecuente en
obesos es un leve a moderado aumento del C-LDL, con franco aumento de
triglicéridos y disminucion del C-HDL (la llamada “dislipidemia aterogénica”).

» Pruebas hepaticas. Un higado graso puede acompanarse de elevacion de
transaminasas.

» Bioimpedanciometria para cuantificar la masa grasa

» Calorimetria indirecta para determinar el gasto energético en reposo y estimar el
total segun la actividad fisica del paciente. Para una mejor prescripcion de la
dieta hipocalérica.

» Electrocardiograma (ECG) de esfuerzo para descartar insuficiencia coronaria,
arritmias o aumentos mayores de la presion arterial, para la prescripcion del
ejercicio fisico.

» Ecotomografia abdominal si hay alteraciones hepaticas.

» Polisomnograma si hay historia de apneas del suefo.

2.1.6 Diagnosticos

El diagnéstico de obesidad se determina segun el IMC y su distribucidn, con el perimetro de

cintura como se puede ver en la tabla 1.2°
El perimetro de cintura se considera elevado: Hombres > 102 cm

Mujeres > 88 cm
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IMC
Sobrepeso 25,0 -29,9
Obesidad grado | 30,0 - 34,9
Obesidad grado Il 35,0 -39,9
Obesidad grado Il (mérbida) > 40

Tabla 1. indice de Masa Corporal (IMC)

Ademas, se deben consignar los diagndsticos de las patologias asociadas (Tabla 2). Entre
ellas esta el Sindrome Metabdlico, cuyo criterio diagnostico mas usado es el del Programa de
Educacion Nacional del Colesterol-Tabla de Tratamiento para Adultos Ill (PENC-ATP IlI)

(USA). Segun éste, se diagnostica Sindrome Metabalico:
Si existen 3 0 mas elementos siguientes:
- Obesidad abdominal (perimetro cintura > 102 cm en hombres y > 88 cm en mujeres).

- Triglicéridos = 150 mg/dl, o en tratamiento - C-HDL <40 en hombres y < 50 mg/dl en mujeres,

o en tratamiento.
- P. arterial = 130/85 mm de Hg, o en tratamiento.

- Glucemia en ayunas 2 100 mg/dl, o en tratamiento.?°
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Patologias Asociadas a Obesidad (RR = Riesgo Relativo)
Muy Alto (RR x 3) Moderadamente Alto (RRx 2 - 3) Alto (RRx1-2)
Diabetes tipo 2 Enfermedad Coronaria Cancer (mama, endometrio, colon)
Colelitiasis Hipertension arterial Ovario poliquistico
Dislipidemia Osteoartritis Infertilidad
Resistencia a la insulina Gota Lumbago
Apnea del suefio Riesgo anestésico
Disnea Defectos fetales (por obesidad materna)

Tabla 2. Patologias Asociadas a Obesidad

2.2 Definicidn de diabetes

Una de las patologias asociadas con la obesidad es la diabetes, que es una enfermedad
caracterizada por un estado de hiperglucemia crénico que se presenta junto con alteraciones
en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, debido a la ausencia o disminucién
en la secrecién y/o accién de la insulina. Los efectos de la diabetes a largo plazo incluyen
disfuncion y falla en varios érganos, especialmente ojos, rifones, nervios, corazén y vasos
sanguineos. En el desarrollo de la diabetes estan involucrados varios procesos patogénicos,
lo cuales van desde la destruccion autoinmune de las células 3 pancreaticas, con la
consecuente deficiencia en la secrecion de insulina, hasta la generacion de resistencia a
insulina. La base de las alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas
es la accion deficiente de la insulina en los tejidos diana, resultado de la inadecuada secrecion
o disminucion en la respuesta de los tejidos a la insulina en uno 0 mas puntos de las vias de

acciéon de esta hormona. El deterioro en la secrecion de insulina y los defectos en su accién
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frecuentemente coexisten en el mismo paciente, no siendo clara cual es la primera causa de

la hiperglucemia.?!2?
2.2.1 Signos y sintomas

La diabetes presenta sintomas caracteristicos tales como: polidipsia, poliuria, polifagia,
pérdida de peso, vision borrosa, nauseas, vomito, debilidad, incremento en la susceptibilidad
a infecciones (por ejemplo vaginitis), irritabilidad, apatia, impotencia (en hombres), los signos
que llevan al diagndstico de la diabetes son, altos niveles de glucosa en sangre y orina,

cetoacidosis y coma.?

Los efectos a largo plazo de la diabetes incluyen el desarrollo progresivo de complicaciones
especificas; por ejemplo, las consecuencias vasculares de la diabetes consisten en
anormalidades macrovasculares (macroangiopatia) y microvasculares (microangiopatia). Las
anormalidades macrovasculares resultan en aterosclerosis con incremento en enfermedades
cerebrovasculares e infarto del miocardio. Las afecciones neuropatoldgicas afectan al sistema
auténomo y a los nervios periféricos y, junto con la insuficiencia circulatoria aterosclerética en
las extremidades, puede producir ulceracién crénica y gangrena, en particular en los pies. Las
anormalidades microvasculares comprenden cicatrizacion proliferativa de la retina (retinopatia
diabética) y enfermedad renal (nefropatia diabética). Las complicaciones microvasculares se
explican en gran parte por la hiperglucemia cronica y algunas veces pueden prevenirse
controlando esta ultima. Sin embargo, es poco probable que el control glucémico ayude en el
caso de las anormalidades macrovasculares. Los pacientes con diabetes tienen alta incidencia
de enfermedades ateroscleréticas cardiovasculares, vasculares periféricas 'y

cerebrovasculares; frecuentemente hipertension, alteraciones en el metabolismo de
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lipoproteinas y enfermedades dentales. El impacto social y emocional de la diabetes, asi como
la demanda de terapia efectiva, pueden provocar disfuncion psicosocial en los pacientes y sus

familiares.23.24
2.2.2 Clasificacion

Se distinguen 4 tipos de diabetes: tipo 1, tipo 2, gestacional y otros tipos especificos, entre los
que se encuentran: defectos genéticos de las células 3, defectos genéticos en la accién de la

insulina y asociada a otros sindromes, tales como: Down, Klinefelter, Cushing y Turner.?1:22
2.2.3 Diabetes tipo 1 (DT1)

Antes conocida como diabetes dependiente de insulina o diabetes juvenil. La DT1 implica
destruccion de las células 3 pancreaticas, resultando en ausencia de insulina. Los marcadores
de la destruccién inmune de las células 3 pancreaticas incluyen auto anticuerpos a insulina,
descarboxilasa de acido glutamico y fosfatasas de tirosina (IA-2 y 1A-23). La enfermedad
también tiene una fuerte asociacion con el complejo mayor de histocompatibilidad. El indice
de este tipo de diabetes es realmente variable, presentandose principalmente en nifios y en
algunos adultos. Algunos pacientes, principalmente nifios y adolescentes, pueden presentar
cetoacidosis como la primera manifestacion de la enfermedad. Otros, con una moderada
hiperglucemia en ayuno que rapidamente cambia a hiperglucemia severa y/o cetoacidosis, en
presencia de alguna infeccion o de estrés. La destruccion autoinmune de las células R
pancreaticas tiene multiples predisposiciones genéticas que también estan relacionadas con
factores ambientales. Aunque los pacientes con DT1 son en su mayoria delgados, la presencia

de obesidad es incompatible con el diagnodstico. Estos pacientes son propensos a otros
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desoérdenes autoinmunes, tales como: enfermedad de Graves o Addison, tiroiditis de

Hashimoto y anemia.?2?

2.2.4 Diabetes tipo 2 (DT2)

Antes conocida como diabetes no dependiente de insulina o diabetes de adultos. La DT2 se
caracteriza por obesidad y resistencia a la insulina con cierto grado de disfuncion en las células
3 pancreaticas. Los pacientes que padecen este tipo de diabetes regularmente no requieren
el uso de insulina en su tratamiento. Los pacientes que no son obesos, de acuerdo al criterio
indice de masa corporal, tienen un alto porcentaje de grasa en la region abdominal de su
cuerpo. La cetoacidosis raramente se presenta de manera espontanea en este tipo de
diabetes pero se encuentra usualmente en asociacién con otras enfermedades, como por
ejemplo una infeccién. Esta forma de diabetes regularmente no se diagnostica rapido, ya que
la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y en sus etapas tempranas no alerta al paciente
con los sintomas clasicos de la diabetes. Los pacientes con DT2 presentan aun células 3
pancreaticas funcionales, sin embargo, la insulina secretada es insuficiente para compensar
los niveles de glucosa sanguinea después de la ingesta de alimentos ricos en carbohidratos o
grasas. El riesgo de desarrollar este tipo de diabetes se incrementa con la edad, obesidad y
la ausencia de actividad fisica. Esta frecuentemente asociada con una fuerte predisposicion
genética, mas que para la DT1. A pesar de ello, la genética de esta forma de diabetes es aun
poco clara.?1:22

La DT2 implica, por lo tanto, alteracion en la secrecion de insulina y aumento de la resistencia
a la accion de esta hormona, la cual en sus inicios la célula 3 pancreatica deja de responder
con incrementos adecuados en la secrecion de insulina a los aumentos de la glucosa.

Después, se produce elevacion en la secrecion de insulina, la cual se observa muy
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frecuentemente cuando existe la obesidad, exceso de consumo de grasas o inactividad fisica.
En esta etapa intermedia el incremento en la secrecion de insulina puede todavia ser
suficiente, de tal suerte que la tolerancia a la glucosa se mantiene en limites normales; pero
después progresa la deficiencia secretora de insulina y se genera resistencia a la insulina.?®

Con el paso del tiempo, el deterioro en la secrecidon de insulina empeora la tolerancia a la
glucosa, aumentando la produccion hepatica de glucosa muy por encima de su requerimiento

y se presenta la hiperglucemia en ayunas.?®

2.2.5 Prevalencia de DT2

La DT2 la padecen entre el 80 y el 95% de los pacientes con diabetes. Sin embargo, existen
notables variaciones de acuerdo a raza, pais, grupo socioecondémico y presencia de otras
condiciones como obesidad, dislipidemia e hipertensién.?’

La DT2 es el tipo de diabetes mas comun y generalmente aparece en la edad adulta, es decir,
después de los 40 arfios de edad.?122

Se estima que el 50% de los individuos con DT2 no han sido diagnosticados aun y el 20% de
los pacientes que se diagnostican con DT2 presentan datos de complicaciones cronicas en el
momento del diagndstico. La DT2 es la enfermedad enddcrina mas frecuente y de las
principales causas de mortalidad en la sociedad contemporanea; por si misma es un problema
de salud publica frecuente y creciente en México. En el ambito mundial el predominio de la
DT2 ha incrementado dramaticamente en los ultimos afios debido a la falta de actividad fisica,

obesidad y cambios en los habitos alimenticios.?8
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2.2.6 Diabetes gestacional
La Diabetes gestacional (DG) se puede definir como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa con reconocimiento durante el embarazo. La definicion aplica sin considerar factores
responsables como la insulina, la modificacién en la dieta o si la condicién persiste después
del embarazo. En la mayoria de los casos de DG, el metabolismo de la glucosa llega a ser

adecuado después del parto.?1.22

2.2.7 Ofros tipos especificos de diabetes
Defectos genéticos de las células R pancreaticas. La forma mas comun esta asociada al
Factor nuclear 1 alfa de hepatocito por sus siglas en inglés (HNF-1a). Una segunda forma se
encuentra asociada con mutaciones en el gen de glucocinasa. La tercera forma esta asociada
con la mutacién en el gen HNF-4 a, factor de transcripcion involucrado en la regulacion de la

expresion de HNF-1 a.21:22

2.2.8 Factores de riesgo
Algunos de los factores de riesgo mas comunes para la diabetes son los siguientes: historia
familiar con antecedentes diabéticos (DT1, DT2), historia familiar con enfermedades
autoinmunes (DT1), madre muy joven o anciana (DT1), ser mayor de 40 afios (DT2), presentar
acumulacion de grasa en la region abdominal del cuerpo (DT2), altos niveles de colesterol o

triglicéridos en sangre (DT2).21.22

Es importante mencionar que la hiperglucemia, genera un estado de glucotoxicidad, que

induce procesos inflamatorios, acelerando las complicaciones de la diabetes, que afectan ojos,
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rifones, nervios y vasos sanguineos, por mecanismos que aun no son claros. El estado
inflamatorio se manifiesta presentando altos niveles de citocinas proinflamatorias y menor
cantidad de citocinas antiinflamatorias. La produccién de especies reactivas, como peréxido
de hidrégeno y radicales superoxido e hidroxilo, se incrementa en la DT2, provocando
disminucién de la actividad del sistema de defensa antioxidante y por otro lado la generacion
de radicales libres, que llevan al deterioro de estructuras celulares y de funciones fisioldgicas.
Esto provoca que el paciente diabético experimente dafo endotelial vascular, pierda el control
del tono vascular y se vuelva hipertenso, entre otros efectos.??:30

Desde la década pasada existe evidencia experimental, epidemioldgica y clinica que indica un
vinculo entre la inflamacién y la diabetes tipo 2; dicha relacion es establecida por ciertas
moléculas caracteristicas de la respuesta inflamatoria, como el factor de necrosis tumoral-a
(TNF- a), el cual es sobre expresado en tejido adiposo de ratones obesos, esto crea el primer
indicio de la relacién diabetes-inflamacion. El TNF-a es una citocina proinflamatoria que activa
varias cascadas de sefializacidn, entre las cuales se encuentran inhibidores criticos de la
accion de la insulina. Se ha observado que en los ratones obesos que carecen de la funcién
de TNF-q, la sensibilidad a la insulina mejora y la homeostasis de la glucosa, lo cual confirma

que la respuesta inflamatoria tiene un papel critico en la regulacién de la accién de la insulina.3!

2.3 Tejido adiposo
El tejido adiposo (TA) es el sitio donde el organismo guarda su principal reserva energética.
El adipocito tiene la capacidad de acumular grasa cuando el aporte energético es excesivo; y
de movilizarla cuando el organismo requiere energia. Para esto, la célula adiposa contiene

todas las enzimas de la lipdlisis y de la lipogénesis y es capaz de modificar su tamafo hasta
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20 x su diametro y varios cientos de veces su volumen. El metabolismo lipidico en el TA es
dependiente del requerimiento energético del organismo y esta finamente regulado por
nutrimentos, sefales hormonales y neuronales. El TA blanco no sélo responde a hormonas,
sino que también las produce y secreta. Mediante estas sefales moleculares el adipocito
participa en la regulacion de multiples funciones celulares y se comunica con células de otros
tejidos localizadas en drganos distantes, como hipotalamo, pancreas, higado, musculo
esquelético, rindn, endotelio y sistema inmune. En la Figura 1 se indican las moléculas
producidas por la célula adiposa, que funcionan como sefiales endocrinas, paracrinas o
autocrinas. De las diversas proteinas secretadas por el adipocito, la Lp es una de las mas
importantes, ya que a través de esta hormona el TA se comunica con el sistema nervioso
central y participa en la regulacion neuroendocrina de la homeostasis energética. Actualmente,
han incrementado considerablemente los conocimientos acerca de la funcion endocrina del
tejido adiposo, de la naturaleza de los productos que secreta y de su posible papel en los
procesos fisiopatolégicos que se desencadenan cuando se presenta un desequilibrio por

exceso o por deficiencia extrema del contenido de grasa en el tejido adiposo.3?
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Figura 1. Moléculas
expresadas en el tejido

adip0s0. Hormonas, citocinas 'y

otras moléculas que se producen y
secretan por el tejido adiposo claro,
implicadas en procesos de regulacion
metabdlica, neuroendocrina,
inmunoldgica y cardiovascular.
Abreviaturas: ASP, proteina
estimuladora de acilacion; Apo E,
apolipoproteina E; Adipo Q o
adiponectina, proteina del adipocito
relacionada al complemento; CETP,

proteina translocadora de ésteres de

colesterol; FABP, proteina que se une a los acidos grasos; IGF-1, factor de crecimiento similar a insulina; IL-6, interleucina 6;

LPL, lipoproteina lipasa; PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1; PG, prostaglandina; PPARY, | receptor

activado por proliferadores de peroxisomas tipo gamma; RBP, proteina que se une a retinol; Rs, receptores; TGF (3, Factor

de crecimiento transformante beta; TNFa, Factor de necrosis tumoral alfa. Las flechas de un solo sentido indican efectos

endocrinos y las de doble sentido efectos autocrinos y paracrinos.

2.3.1 Secrecion de proteinas que participan en el metabolismo de Triglicéridos (TG)

> Lipoproteina lipasa (LPL). Es la enzima que regula el ingreso de los acidos grasos

libres, provenientes de los TG contenidos en las lipoproteinas circulantes, al interior

de los adipocitos, se localiza en la superficie luminal de las células endoteliales

asociada a glucosaminoglicanos. La expresion génica de LPL es similar en TA de

diferente localizacion corporal. La insulina y los glucocorticoides son los estimulantes

fisiologicos que activan a esta enzima. Se considera que LPL en combinacién con
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los esteroides juega un papel central en la regulacion topografica de la grasa corporal
y es determinante en el desarrollo de obesidad visceral.

» Proteina estimuladora de acilacion (por sus siglas en inglés (ASP)). Proteina sérica
de 14 Kd con potente efecto para estimular la sintesis de TG en el TA. El adipocito
humano secreta 3 proteinas de la via alterna del complemento: C3, factor B y factor
D (adipsina). A medida que se generan los AGL por accion de la LPL sobre las
lipoproteinas circulantes, simultdneamente se produce ASP, proteina que promueve
la sintesis y depdsito de TG en el adipocito. En las células circulantes ocurre
simultdneamente, lo que sugiere un efecto paracrino de esta proteina. Los niveles
séricos de ASP son mas elevados en sujetos obesos que en delgados.

> Proteina que se une a acidos grasos (por sus siglas en inglés (FABP)). Esta no es
una proteina de secrecion y se localiza en el citosol del adipocito. También se conoce
como aP2, se expresa durante la diferenciacion de la célula adiposa y representa el
6% del contenido de proteina total del adipocito maduro. Esta proteina moviliza los
AGL en la fase acuosa del citosol y los dirige a los organelos membranosos
intracelulares, para su esterificacion o su oxidacion.

» Apolipoproteina E (apoE). Es una glucoproteina de 35 Kd, componente importante
de varias lipoproteinas plasmaticas (remanente de quilomicron, HDL, VLDL),
funciona como ligando para algunos receptores de estas lipoproteinas, se produce
en higado, pero también en otros tejidos como cerebro, glandulas adrenales,
macroéfagos y células adiposas.3?

2.3.2 Secrecion de factores con funciéon endocrina
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» Hormonas esteroides. La presencia de estrogenos en el plasma de mujeres
postmenopausicas llevo a descubrir que el TA es un sitio extraglandular importante
en la produccién de hormonas esteroides. EI TA blanco posee dos enzimas
importantes para el metabolismo de los esteroides sexuales: la 173-hidroxiesteroide
oxido-reductasa y la aromatasa dependiente de citocromo P450. La androstenediona
producida en corteza adrenal se convierte en testosterona por la 6xidoreductasa y
esta misma enzima transforma estrogenos y estrona en estradiol. La aromatizacion
de andrégenos a estrogenos también se lleva a cabo en TA. La aromatasa es la
enzima responsable de transformar androstenediona en estrona, la tasa de
conversidon se incrementa con la edad y con obesidad. Ademas, el TA produce la
enzima 11-hidroxiesteroide- deshidrogenasa, que interconvierte cortisol y cortisona.
Incremento en la expresion del gen de esta enzima en TA visceral, se ha sefialado
como un factor que contribuye a la obesidad androide.

» Angiotensinégeno. Es el sustrato de renina, la cual lo convierte en angiotensina I, el
precursor de angiotensina Il. Se sintetiza principalmente en el higado, aunque su
ARNm también se encuentra en otros tejidos incluyendo el TA, en donde no se
conoce bien su papel fisiolégico. Se sugiere que angiotensina Il influye en la
diferenciacion del adipocito. La expresiéon de angiotensindbgeno se incrementa en
obesidad y se modifica por el estado de nutricion. Durante la inanicién disminuye el
nivel de su mensajero, el cual se eleva nuevamente cuando se reanuda la
alimentacién. Por estas observaciones, se ha postulado que el angiotensindégeno
podria participar en la regulacion del tamano de la reserva grasa en respuesta a

cambios nutricionales.
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» Adiponectina. Es una proteina de secrecion similar a la colagena y su gen se expresa
en TA. Los niveles de adiponectina en plasma se correlacionan negativamente con
el IMC y con la cantidad de grasa visceral. La secrecion de la proteina esta modulada

por insulina, por lo que se piensa que esta regulada por factores nutricionales.3*

2.3.3 Receptor activado por proliferadores de peroxisomas tipo gamma (PPARYy).

Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) comprenden una
subfamilia de los receptores de la hormona nuclear (RHN). En los vertebrados, las proteinas
PPAR regulan diversos procesos biolégicos tales como la formacion de patrones,
diferenciacion celular y homeostasis metabdlica.3®

La proteina PPARY se expresa predominantemente en el tejido adiposo. El gen da lugar a
tres ARNm (PPARy1, PPARy2 y PPARY3), con los ARNm PPARy1 y y3 terminan como la
misma proteina. El ARNm PPARy2 produce una proteina que contiene un adicional de 28
aminoacidos en el extremo N-terminal. Hasta ahora no ha habido ninguna evidencia de
diferencias funcionales entre las isoformas de PPARYy, pero la evidencia reciente sugiere
que el transcrito PPARY2 es el regulador fundamental para adipogenesis.®® Los estudios
iniciales en ratones C57BL/6J mostraron que el ARNm PPARy1 y PPARy2 se expresa
abundantemente en el tejido adiposo. En humanos Ambos ARNm's y1 y y2 se expresaron
abundantemente en el tejido adiposo, PPARYy1 se detectod a niveles mas bajos en el higado
y el corazén, mientras que y1 y y2 se expresaron en niveles bajos en el musculo
esquelético.383% Ademas, PPARY se expresa en altos niveles en el intestino grueso.3°
Resultados algo diferentes fueron reportados por Loviscach y cols., %° quienes encontraron

que la cantidad de proteina en el musculo PPARYy fue en promedio de dos tercios de la
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presente en la grasa, lo que sugiere que la expresion de PPARy también es abundante en
el musculo esquelético.
2.3.4 Ligandos endogenos naturales y en la dieta de PPARy

En 1995, Forman#! informo que el metabolito del acido araquidénico J2 15-desoxi-D12, 14-
prostanglandina y metabolitos relacionados eran ligandos de PPARYy. Un hallazgo un tanto
similar se informd por Kliewer.*> Ademas, se demostré que otros acidos grasos eran
agonistas del receptor de PPARYy, incluyendo el acido eicosapentanoico, que es acido graso
poliinsaturado que se encuentra en la dieta. También dos de los principales componentes
de lipidos oxidados como las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL) 9-HODE vy
13-HODE se identificaron como ligandos endogenos y activadores de PPARYy.*3 De la
evaluacion de los estudios realizados hasta el momento, parece probable que el PPARy
sirve como un receptor para muchos acidos grasos diferentes, con afinidades similares en
Kb = rango 2-50 mM, que en realidad estan muy por debajo de las afinidades publicados de
la mayor parte de los otros receptores de hormonas nucleares para sus ligandos. Muchos
de estos acidos grasos también se unen a los PPARa y PPARR, y en general los acidos
grasos saturados son ligandos débiles de PPAR en comparacion con los acidos grasos
insaturados.** Por lo tanto, PPARYy parece unirse a todos sus ligandos endégenos con baja
afinidad, y por lo tanto puede funcionar como un sensor de acidos grasos generalizado; Sin
embargo, es probable que la cantidad intracelular de proteinas de unién a acidos grasos
(FABP intracelular) dentro de las células y la union de los acidos grasos libres (AGL) es
importante para la actividad real PPARYy. Estudios de cristalografia de rayos X del dominio
de union del PPARy con su ligando han demostrado que tiene un sitio de unidn para el

ligando, que es al menos dos veces el tamario del correspondiente en los otros receptores
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nucleares. Es significativo que todos los ligandos naturales identificados son acidos
carboxilicos lipofilos. Las caracteristicas estructurales del sitio de unién a ligando sugieren
que el receptor ha evolucionado para reconocer ligandos acidos que pueden unirse al
cluster de residuos polares que participan en la activacion del receptor. Esta caracteristica
se complementa con el gran volumen del sitio de union, que puede acomodar una gama de
ligandos lipdfilos a través de interacciones hidréfobas relativamente no especificos. Por lo
tanto, la estructura molecular de PPARYy es coherente con su papel fisiologico propuesto
como un sensor de acido graso.*® Esta sugerencia es corroborada por pruebas que
demuestran que los acidos grasos y las drogas tiazoledinedionas (TZD) (agonistas de
PPARYy) tienen los mismos efectos sobre la expresién de genes que codifican para proteinas

implicadas en el metabolismo de los acidos grasos en los preadipocitos.4®

2.3.5 Tejido adiposo patogénico

La obesidad es considerada un exceso de adiposidad corporal y algunos autores proponen
definirla como una enfermedad propiamente dicha,*” debido a que si la hipertrofia y la
acumulacion del TAV ocurren durante un balance calorico positivo, las consecuencias
patogénicas pueden tener un efecto desfavorable sobre otros 6rganos o sistemas, tales como
el musculo, el higado y el pancreas, lo cual puede reflejarse en resultados clinicamente
adversos.*®

El TA puede ser patogénico debido a las consecuencias que por si solo conlleva la
acumulacion de la masa grasa o por su efecto debido a su actividad endocrina e inflamatoria,
ya que éste puede generar o ayudar a producir factores inflamatorios, protrombéticos vy fibri-

noliticos.48
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Por razones practicas, el peso corporal se ha utilizado como medida indirecta del grado de
adiposidad, que no es facil medir con las pruebas habituales. El indice de Masa Corporal (IMC)
se emplea en la actualidad para definir obesidad por su buena correlacién con el contenido de
masa grasa. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)*° establecio los valores de referencia
de este indice, los cuales permiten clasificar a los sujetos adultos en bajo peso, peso normal,
con sobrepeso y obesidad. En cuanto al diagndstico nutricional en adolescentes, la OMS#°
propone el empleo de la puntuacion Z, para clasificar a este grupo etario en déficit de peso,

normal, con sobrepeso y obesidad.

No obstante, con el empleo del diagndstico nutricional a través del IMC se ha observado la
existencia de un fenotipo correspondiente a individuos con peso normal pero metabdlicamente
obesos; es decir, tienen un IMC normal pero presentan las alteraciones tipicas de los pacientes
obesos, resistencia a la insulina (RI), adiposidad central, bajas cifras de colesterol de las HDL
y concentraciones elevadas de triglicéridos, asi como también hipertension arterial (HTA).5C Al
mismo tiempo, existen sujetos denominados “obesos metabdlicamente sanos”,>' quienes
muestran IMC superior 30 kg.m-2, pero ninguna de las alteraciones metabdlicas tipicas de los
individuos obesos. En la actualidad se le da mas importancia a la distribucion del TA con
relacion al establecimiento de las consecuencias fisiopatoldgicas que se presentan en la

obesidad.

La distribucion del TA en el organismo se refiere a la cantidad relativa de grasa en los

compartimentos principales en donde se almacena el TA en el cuerpo. Al respecto, la capa de
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TA que se localiza entre la dermis y la aponeurosis y fascia de los musculos y que incluye al
tejido mamario, se define como TAS, mientras que el que se ubica en el interior del torax,

abdomen y pelvis se denomina TAV.5?

Frecuentemente, los sujetos descritos como obesos pero metabdlicamente sanos presentan
menos cantidad de TAV que los denominados obesos pero con alteraciones metabdlicas.
Inversamente, los sujetos eutroficos pero metabolicamente alterados frecuentemente
presentan mas TAV que aquellos con similar peso, pero sin alteraciones metabdlicas. Tales
hallazgos clinicos son explicados por las diferentes actividades intrinsecas de los diferentes

depositos de grasa.>®

El TAV es reconocido como el principal depdsito de grasa asociado al aumento en el riesgo
de padecer enfermedades metabdlicas, ya que se le implica como el tejido que da inicio a la
RI debido a que un incremento en el flujo de los acidos grasos libres (AGL) tanto en el sistema
portal como en la circulacién general, tiene efectos sobre la captacion de glucosa a nivel
celular y en el metabolismo de carbohidratos intracelular.>

Existen diferencias regionales en la actividad lipolitica del TA y en la movilizacion de los AGL
dentro del mismo. Los depdsitos de grasa visceral presentan una mayor actividad lipolitica que
los del tejido subcutaneo. Estas diferencias se han relacionado con los niveles de las
hormonas reguladoras de la lipdlisis, ya que la accién lipolitica de las catecolaminas esta
disminuida en la grasa subcutanea, pero aumentada en el TAV; a su vez, los efectos
antilipoliticos de la insulina y de las prostaglandinas son menores en el tejido visceral o pe-

ritoneal que en el subcutaneo.>® Diversos estudios sugieren que los adipocitos viscerales
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poseen mas receptores beta adrenérgicos, por lo que sufren mas lipdlisis, al presentar una
actividad aumentada de la lipasa sensible a hormonas, mientras que la insulina tiene un efecto
antilipolitico mayor en aquellos adipocitos sub-cutaneos de mayor tamano que poseen mas

cantidad de receptores alfa 2 adrenérgicos.%6:57

El TAV y el TAS difieren en la produccion de moléculas bioactivas, en la actividad de varios
receptores y en los procesos enzimaticos involucrados con el metabolismo lipidico.585° De
igual forma, el TAV muestra mayor actividad metabolica que la que se observa en el TAS.0.61
Aun cuando se ha asociado al TAS con un factor protector contra enfermedades metabdlicas
como la DT2, un exceso de este tejido puede convertirse en patogénico. El efecto “protector”
del TAS puede explicarse debido a que si durante un balance caldrico positivo ocurre el
reclutamiento y proliferacion de adipocitos subcutaneos mas funcionales, el riesgo de padecer
enfermedades metabdlicas puede disminuir, ya que este TA funcional provee una mayor y
mejor capacidad de almacén de energia (acidos grasos libres). Sin embargo, si la
adipogénesis se altera y los adipocitos subcutaneos se alargan y se convierten en
disfuncionales y patogénicos, este tejido finalmente puede contribuir con las alteraciones
propias de las enfermedades metabdlicas como la DT2.58

Tanto el TAS como el TAV pueden contribuir con el establecimiento de la HTA, particularmente
cuando se acompafa de hipertrofia del adipocito. Sin embargo, un incremento relativo del TAV
tiene un mayor efecto sobre el aumento de la presidén sanguinea y esto es posible que se deba
al efecto del TAV sobre varios factores del adipocito como lo son la IL-6, la CRP y el TNF-q,

los cuales se encuentran involucrados con la disfuncion endotelial. De forma general, se puede
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decir que el TAV expresa mayor cantidad de adiponectina, IL-6, PAI-1, angiotensindgeno y

TNF-a que el TAS, mientras que la Lp se expresa en mayor proporcion en el TAS.°

Los factores inflamatorios del TA son producidos tanto por los adipocitos como por las células
inflamatorias asociadas al TA como lo son los MFGs. Los adipocitos y el TA pueden producir
proteinas bioactivas denominadas adipocinas, las cuales constituyen factores secretorios que
incluyen las citocinas, los factores de complemento, enzimas, factores de desarrollo y
hormonas.*86° Un incremento en la secrecion de adipocinas con actividad de citocinas puede
relacionarse con la aparicion de enfermedades metabdlicas, incluyendo la ateroesclerosis.52:63
Los factores inflamatorios derivados del TA y que son potencialmente patogénicos, incluyen a
las adipocinas con actividad de citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, adipsina, leptina, TNF-a, MCP-
1, entre otros), los reactantes de fase aguda (PAI-1 y posiblemente CRP), proteinas del
sistema de complemento alterno (adipsina, proteina estimulante de acilacién y componente 3
del complemento), adipocinas quimioatrayentes/quimiotacticas (TNF-a, MCP-1, entre otros),
eicosanoides/prostaglandinas (Prostaglandinas E2) y la disminucion en la secrecién de

factores antiinflamatorios (adiponectina, IL-10, 6xido nitrico, entre otros).#8.60.63.64

La obesidad abdominal puede ser medida por medio del perimetro o Circunferencia de Cintura
(CC), que ha demostrado poseer alta correlacion con enfermedades cardiovasculares.5%6 En
adultos, la obesidad central esta definida por la medicion de la circunferencia abdominal, de
acuerdo con valores establecidos por regiones del mundo (Tabla IIl). Se ha demostrado que
al aumentar el grado de obesidad se incrementa el riesgo de presentar otras complicaciones,

y estos son distintos en los diferentes grupos poblacionales.®”-%° Los latinoamericanos y los
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asiaticos comparten los mismos puntos de cortes de CC, aunque difieren de los
norteamericanos o europeos.’® Con respecto a los criterios y valores de referencia para el
diagndstico de obesidad central en nifios y adolescentes, se emplean curvas de percentiles
de la CC ajustadas por edad y género. Al respecto, se han establecido diferentes puntos de
corte para el diagndstico de obesidad central en esta poblacidn, en donde los mas empleados

corresponden a los percentiles 90 y 98.71.72

Tabla 3. Perimetros de cintura en los diferentes paises/grupos étnicos

2.4 Citocinas

2.4.1 INTERLEUCINA-6

Producida por multiples células (monocitos/macréfagos, linfocitos, eosindfilos, basdfilos,
fibroblastos y células de diferentes tejidos como higado, SNC, endotelio y pancreas) y junto
con la IL-1 y el TNF-q, constituye el grupo mas importante de citocinas proinflamatorias, y con
mayor actividad pleiotropica y de redundancia funcional.”® La produccion de la IL-6 es
estimulada principalmente por el TNF-a y las catecolaminas, y es inhibida por los
glucocorticoides, mientras que la insulina no modifica su produccién.’* Circula de forma
glucosilada, en tamafos que oscilan entre los 22 y 27 kDa, y de su receptor, homdlogo al

receptor de Lp, existe una forma transmembranal y otra soluble. La sefializacién de IL-6
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comienza por medio de un complejo conformado por el receptor y por dos moléculas
homodimerizadas de IL-6, un tercio de la cual se expresa en los adipocitos y en la matriz del
TA. Su expresion y secrecidon son de dos a tres veces mas en el TAV que en el TAS, circula
en altos niveles sanguineos y su expresion y niveles circulantes se correlacionan

positivamente con obesidad, intolerancia a la glucosa e insulinorresistencia.”

En el TA los adipocitos y los MFGs secretan IL-6° y su produccién aumenta con el incremento
de la adiposidad, a la vez que las concentraciones circulantes de |IL-6 correlacionan altamente
con el porcentaje de grasa corporal’® y con la RI,”” ya que disminuye la sefializacion de insulina
en tejidos periféricos, inhibe la adipogénesis y estimula la lipdlisis, aumentando la circulacion
de AGL y desciende la secrecion de adiponectina.”® Existe una fuerte interaccion entre la IL-6
y las rutas de sefalizacion de la insulina, la cual tiende a danar el efecto bioldgico de ésta, y
aunque el mecanismo exacto aun no esta claro, éste podria involucrar la reduccién de la
expresion de los componentes de senalizacion del receptor de insulina, la activacion de la
enzima tirosina fosfatasa o la induccién del supresor 3 de sefializacidn de citocinas (SOCS3)
(regulador negativo de la sefalizacion de Lp e insulina), que interfiere con la senal de
traduccién de la citocina y con la fosforilacion de tirosina del receptor de insulina y del sustrato
del receptor de insulina 1 (por sus siglas en inglés (IRS-1)), generando la degradacion
proteosomal del IRS-1, lo que reduce la activacion de la Proteina Cinasa B (PCB) que
normalmente causa la translocacion del Transportador de Glucosa 4 (GLUT-4) a la membrana
plasmatica.”®8 Debido a que en el sistema nervioso central los efectos de la IL-6 son
diferentes y sus niveles se correlacionan negativamente con la masa grasa en los pacientes
con sobrepeso, se sugiere una deficiencia central en la obesidad.”® La IL-6 constituye una

citocina que actua sobre muchas células y tejidos y uno de sus principales efectos es la
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induccion de la produccidn hepatica de la Proteina C Reactiva (por sus siglas en ingles CRP)),
la cual se conoce que es un marcador independiente de complicaciones cardiovasculares.
Existe una fuerte relacion entre el contenido de IL-6 en el TA y los niveles circulantes tanto de
IL-6 como de CRP, por lo que se ha planteado la hipotesis de que el TA juega un papel
importante en la regulacion de la concentracion sérica de la CRP debido a la produccion de la
IL-6.81 Bastard®? encontro una fuerte correlacion entre las concentraciones séricas de CRP y
el contenido de IL-6 en el TA, encontrando una fuerte correlacion cuando se expresé en
picogramos por el total de masa grasa. Esos datos son consistentes con el rol del TA humano
en la regulacion de las concentraciones sanguineas de CRP debido a la produccién de IL-6
durante la obesidad. La IL-6 puede incrementar el riesgo aterogénico debido a su participacion
en tres fases del proceso aterosclerético; a) Induce la activacion de células endoteliales, ya
que constituye el mayor regulador de la respuesta de fase aguda hepatica, lo que conlleva a
un aumento en los valores de CRP y de fibrinbgeno, entre otros, b) Conecta a la obesidad con
un estado inflamatorio de baja intensidad, c) Promueve la coagulacion sin afectar la fibrindlisis,

por lo que favorece un estado procoagulante.®?

Pero también se ha demostrado que la infusién de IL-6 humana recombinante (rh) en seres
humanos sanos aumenta la lipdlisis de todo el cuerpo y la oxidacion de acidos grasos libres

(AGL).8485

Ademas, Wallenius® demostré recientemente que un ratén knockout (Noqueado) en IL-6 se
convirtié6 en obeso, un fenotipo que se redujo parcialmente con tratamiento con IL-6. Por lo
tanto, se ha sugerido que la IL-6 es una posible terapia de destino para los trastornos
relacionados con la obesidad.®® En linea con el metabolismo alterado de los acidos grasos, el

efecto de la IL-6 sobre la sensibilidad a la insulina no esta completamente claro, ya que en

32



algunos estudios tanto in vitro como en in vivo, se ha demostrado que la IL-6 disminuye,®’88

aumenta,®5 8 90 o no tiene ningun efecto® sobre la sensibilidad a la insulina.
2.4.2 Adiponectina

La adiponectina (también conocida como Acrp30, AdipoQ, y GBP28), es una proteina de 244
residuos que, se produce unicamente por el TA. La adiponectina es una hormona derivada de
los adipocitos que desempena un papel fundamental en la regulacion del metabolismo de
lipidos y la glucosa.®>% Fisiologicamente, la adiponectina estimula la oxidacién de acidos
grasos y mejora la sensibilidad a la insulina de los 6rganos periféricos, lo que lleva al aumento
de la captacién de glucosa y la oxidacion de acidos grasos en los musculos.®*% También
ejerce funciones de proteccion contra inflamacion crénica y la aterosclerosis.®®97 Ademas,
varias lineas de evidencia indican que la concentracion plasmatica de adiponectina se ve
seriamente disminuida en pacientes con obesidad,® la diabetes tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares.®®1% Teniendo en cuenta el importante papel de la adiponectina en el
metabolismo energético, los agentes que estimulan la expresion de adiponectina pueden
aportar beneficios contra la obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 y otras

enfermedades metabdlicas relacionadas.

Aunque la adiponectina fue descubierta casi al mismo tiempo que la Lp, su papel en la
proteccion contra la obesidad y trastornos relacionados con la obesidad s6lo comenzé6 a ser
reconocido algunos afios mas tarde. Ahora se sabe que, ademas, tiene una amplia gama de
efectos en patologias con componentes inflamatorios, como la enfermedad cardiovascular, la
diabetes tipo 2, el sindrome metabdlico y la artritis reumatoide. Una evidencia de la relacion

que existe entre la adiponectina y la inflamacién es el hallazgo de que su secrecion se inhibe

33



por citocinas pro-inflamatorias tales como IL-61%' y TNF1%? en los adipocitos en cultivo. Mas
recientemente, una explicacion de como la hipoadiponectinemia podria contribuir al desarrollo
de enfermedades relacionadas con la inflamacién ha surgido por el hallazgo de que la
adiponectina promueve la fagocitosis de las células apoptéticas (mediante la interaccion con
calreticulina en la superficie de los fagocitos), evitando asi la acumulaciéon de restos

apoptéticos que puede provocar la inflamacion y la disfuncion del sistema inmune.1%3

2.5 Plantas medicinales

En México el uso de plantas medicinales tiene un gran precedente historico. Existen reportes
que indican que paises desarrollados, como en los Estados Unidos, el 20% de los sujetos
diabéticos emplean la medicina herbolaria. Y en México una de las plantas mas empleadas
por los pacientes con DT2 (73.1% de ellos) es el nopal Opuntia streptacantha.'®* Ademas, en
investigaciones etnobotanicas se reporta la existencia de mas de 300 plantas usadas en
México como antidiabéticas.1%%10 Entre las familias botanicas mas estudiadas cientificamente
en relacion con su efecto hipoglucémico se encuentran: Cucurbitaceae y Asteraceae.

Pertenecientes a estas familias se encuentran: Cucurbita ficifolia (C. ficifolia) (Figura 2).

2.5.1 Cucurbita ficifolia Bouché

Figura 2. Fruto maduro de C. ficifolia
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Familia: Cucurbitaceae

Nombre cientifico: Cucurbita ficifolia Bouché

Nombre comun: Calabaza de hoja de higo (Estados Unidos), calabaza del malabar, sidra
(Nahuatl), chilacayote (México y Guatemala), lacayote (Peru, Bolivia y Argentina), chiverri

(Honduras y Costa Rica), victoria (Colombia).

2.5.2 Descripcion botanica
Planta perenne, resistente a las temperaturas extremas, excepto a la nieve. Ligeramente
pubescente. Tiene cinco tallos angulares y hojas pecioladas. Con o sin manchas blancas en
la superficie verde. Las flores masculinas son largas con un caliz en forma de campana de 5-
10 mm de largo y aproximadamente 5-15 mm de ancho, sépalos lineales y corola tubular en
forma de campana, la cual es mas ancha en la base de 6-12 cm. Las flores femeninas tienen
pedunculos fuertes de 3-5 cm de largo, su forma va de ovoide a eliptica, sépalos
ocasionalmente foliaceos y una corola poco mas grande que las flores masculinas. Fruta
globosa, cuya forma va de ovoide a eliptica, el color va de verde claro a verde oscuro, con o
sin lineas blancas longitudinales o rayas hacia el apice, el endocarpio es dulce y las semillas

son ovaladas de 7-12 mm de color castafio oscuro a negro.

2.5.3 Distribucién geogréfica

Estado de México, Puebla y Chiapas.
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2.5.4 Componentes quimicos
Andrade-Cetto y Heinrich'® reportan que C. ficifolia posee principalmente los siguientes
compuestos: lecitinas en tallos y raices. El 1.2% de la parte comestible es proteina, 1.7 mg
calcio, 0.6 mg de hierro, 7 mg de acido ascoérbico y 0.03 mg de tiamina. Xia y Wang,%’
demostraron que en el extracto acuoso de C. ficifolia se encuentra presente el compuesto D-
quiro-inositol (DQI) (Figura 3), mediador de los efectos de la insulina. Previamente también
identificaron catequina, L-acido ascérbico, acido p-cumarico, acido galico y nicotinamida como

compuestos antioxidantes en el extracto.1%8

Figura 3. D-quiro inositol

2.5.5 Uso medicinal
Se emplea comunmente en los platillos de la cocina mexicana, o como dulce. Tanto la infusion

de las semillas como el fruto se emplean para el control de la diabetes.
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3. Planteamiento del problema
Considerando que:

1) La Organizacion Mundial de la Salud define a la obesidad como una excesiva y anormal
acumulaciéon de grasa corporal, ademas de ser un factor de riesgo importante para el
desarrollo de wuna variedad de enfermedades cronico-degenerativas, incluyendo
enfermedades cardiovasculares (ECV), la diabetes tipo 2 y ciertos tipos de cancer.® En México,
la prevalencia combinada de sobrepeso-obesidad (69.4 y 73% en hombres y mujeres

respectivamente) son un factor de riesgo comun para las principales causas de muerte.%9

2) La demanda por nuevos tratamientos para evitar las complicaciones relacionadas con la

obesidad se incrementa dia a dia.
3) Enla obesidad y en DT2 se presenta un proceso inflamatorio persistente de baja intensidad.

Estudios fitoquimicos recientes, realizados en el laboratorio de Farmacologia de la
Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa (UAM-I), han mostrado que los extractos
hipoglucemiantes de esta planta (C. ficifolia) contienen alcaloides, saponinas, acidos grasos,
carbohidratos y esteroles, los cuales han sido asociados con actividades antioxidantes. Debido
a que en previos estudios se ha mostrado la utilidad de los antioxidantes en la prevencion y
control de la DT2 es importante estudiar el papel que desempenia la |IL-6, asi como sobre la
adipocina antiinflamatoria adiponectina en modelos en vitro de la linea celular 3T3-L1, ya que

se sabe que dichos marcadores se modifican en la DT2.

La presente investigacion representa el comienzo para esclarecer cuales son los efectos de
C. ficifolia sobre la inflamacién y sobre la diferenciacion de los adipocitos, sentando las bases

para nuevas investigaciones clinicas que permitan el desarrollo de fitofarmacos o
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medicamentos para el control de la obesidad y la DT2. Ademas, esta investigacion seria una
contribucion al conocimiento de alternativas validadas experimentalmente en el control de la
obesidad y de sus complicaciones lo cual, a su vez, podria incentivar mejoras en el cultivo, y

preservacion de dicha especie.
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4. HIPOTESIS

Si se somete a tratamiento la linea celular 3T3-L1 durante su diferenciacion con el extracto de
C. ficifolia, entonces este modificara la expresion del ARNm de IL-6 y adiponectina, como la

acumulacion de lipidos en los adipocitos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los cambios en la expresion del ARNm y de la proteina de IL-6, durante el proceso
de diferenciacion en los adipocitos en cultivo, en usencia y en presencia del extracto
estandarizado de C. ficifolia a diferentes concentraciones, con base en su contenido en

DQI (0.05 mM, 0.125 mM, 0.25 mM).

5.2 Objetivos particulares

En las células 3T3-L1 durante la diferenciacién, con y sin el tratamiento con C. ficifolia se

determinara lo siguiente en la linea celular:

1) La expresiéon de ARNm de IL-6.

2) La concentracion de proteina IL-6 liberada al medio de cultivo.

3) La expresion de los ARNm de PPARYy y de adiponectina.

4)Y el contenido de lipidos totales en los adipocitos por medio de rojo oleoso en un lector de

ELISA.
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6. Material y métodos

Equipo e instrumentos

Incubadora de CO2. (Thermo Fisher
Scientific HERAcell 150 i).

Campana de flujo laminar. (NUAIRE
LabGard 629).

Centrifuga (Beckman).
Espectrofotdmetro. (epoch BioTek).
Balanza semianalitica. (Sartorios BP
21005).

Microscopio invertido. (CK40 Olympus).

Micropipetas (Finnpipette)

HPLC. (Waters 2695)

Lector de ELISA. (MULTISKAN FC de
Thermo Scientific)

Ultracongelador -80 °C. (So-Low).
Vortex. (Daigger Vortex Genie 2).
Laptop (VAIO Windows 7).

LightCycler 2.0. (Roche Molecular
Biochemicals Mannheim Germany).
Centrifuga. (Thermo Fisher Scientific)

Material

Marcadores Sharpie.
Puntas para micropipetas.
Jeringas de 1 mL.
Espatulas.

Gradillas.

Pisetas.
Tubos eppendorf de 0.5 mL y 1.5mL
Botellas para cultivo celular (Corning)

Tubos conicos de 15 mL y 50 mL.
Probeta de 100 mL

Guantes de nitrilo.

Papel absorbente.

Cajas para refrigerar y congelar
muestras.

Recipientes para desechos.

Matraz Erlenmeyer de 100 mL.
Placas de 6 pozos para cultivo celular
(Corning)

Material bioldgico y reactivos

Linea celular 3T3-L1 (ATCC)
Agua mili-Q

Etanol (Merck)

Isopropanol (Sigma)

Tripure (Roche)

Cloroformo (Sigma)

Agarosa LE (Nara Biotec)

Piruvato (Gibco)

Aminoacidos no esenciales

Estuche para ELISA (RayBiotech Mouse
IL-6)

Iniciadores para IL-6, adiponectina y
PPARYy (Invitrogen)

Rojo oleoso (Sigma)

Hipoclorito de sodio al 5%

MEMD (ATCC)

Suero de ternera (Cellgro)
Suero fetal bovino (Cellgro)
Insulina (Sigma)

Metil isobutil xantina (Sigma)
Dexametasona (Sigma)
Gentamicina (Gibco)

Glutamina (Invitro)

Estuche para cDNA ImProm Il (Promega)
Estuche para PCR (LightCycler FastStar
DNA Master SYBR Green )

PBS (Sigma)

Formalina (Sigma)
EDTA (Sigma-Aldrich)
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» Tipo de estudio

Estudio experimental, prolectivo, longitudinal, comparativo

> Poblacion de estudio

Células embrionarias de ratoén suizo, linea 3T3-L1 de fibroblastos

> Criterios de inclusion

Células que generalmente sean del pase 1 al 7 y que se diferencien a adipocitos

» Criterios de exclusién
Células que no tengan la capacidad de adherencia, estén contaminadas o su crecimiento

sea muy lento.

» Criterios de eliminacién
Células que pierdan la capacidad de adherencia, se contaminen o no se diferencien a

adipocitos.

» Variables
¢ Dependientes: cantidad de lipidos presentes en los adipocitos, expresiéon del ARNm
de PPARYy, adiponectina e IL-6 y la proteina IL-6 liberada por los adipocitos al medio

de cultivo.
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¢ Independientes: concentraciones del extracto de C. ficifolia con base en su
contenido en D-quiro-inositol (0.05 mM, 0.125 mM, 0.25 mM), tiempo, temperatura y

numero de células.

> Analisis estadistico

ANOVA de un factor

6.1 Metodologia

6.2 Obtencion del extracto:

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

de cultivo y filtrado (filtro de 0.22 ym) para aplicar los tratamientos a las células.

6.3 Estandarizacion del extracto de Cucdurbita ficifolia
Existe suficiente evidencia experimental y clinica que demuestran el efecto hipoglucémico de
C. ficifolia y también se ha encontrado que la parte comestible contiene principalmente: fibra,

proteinas, calcio, hierro, acido ascorbico, tiaminal®® y D-quiro inositol.1%” Este ultimo
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compuesto es un mediador de los efectos de la insulina, es uno de los mas abundantes en el

extracto acuoso, y se utilizd para estandarizar el extracto en nuestros experimentos.

Para demostrar la presencia de DQI y su cuantificacion, se realizé un analisis por HPLC,
empleando un sistema cromatografico provisto de un médulo de separaciéon Waters 2695 y un
detector de indice de refraccion (Waters; Milford, MA, USA). Se emple6 una columna
Lichrospher NH2 5 ym 250x4 mm, 100 A. El sistema de elusién fue CH3CN/H20 80:20, con
un flujo de 1 mL/min, durante 10 min. Tres concentraciones ascendentes del estandar de DQI
(1.5, 3, y 6 mg/mL, en 20 pL) fueron inyectados por duplicado bajo las mismas condiciones
del sistema Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (por sus siglas en inglés (HPLC)). EI DQI
mostro un tiempo de retencidén de 8.6 min, presentando un coeficiente de correlacion de 0.93.
En el sistema se inyectaron 2 mg de extracto de C. ficifolia en un volumen de 20 yL que

corresponde a 3.7 mg de DQI/g de extracto.

6.4 Cultivo celular

3T3-L1 fibroblastos murinos fueron cultivados en el Medio de Eagle Modificado por Dulbecco
(MEMD, Gibco, Grand Island, NY, EE.UU.) suplementado con glucosa 25 mM, piruvato1 mM,
glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 0,01 mM, gentamicina 20 ug/ml y suero de
ternera (ST) al 10 %, a 37 °C en una atmdésfera de 5% de CO.2. El medio de cultivo se cambid
cada dos dias hasta alcanzar la confluencia. A los dos dias postconfluencia (dia cero), los
fibroblastos se diferenciaron en adipocitos con metil isobutil xantina (500 uM), dexametasona

(0.5 uM) e insulina (1.2 yM) en MEMD mas 10 % de SFB. Dos dias mas tarde, el medio se
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reemplazé con solamente 1.2 uyM de insulina durante dos dias mas. Los adipocitos se
sometieron a diferentes tratamientos (0.05 mM, 0.125 mM y 0.25 mM con base a su contenido
en DQI) con el extracto de C. ficifolia cada dos dias durante los ocho dias de diferenciacion
en MEMD suplementado con SFB al 10 %, en donde estas fueron recuperadas cada dos dias

con el reactivo de tripure para su posterior extraccion de RNA.

6.5 Tincién de lipidos con rojo oleoso
Las células se fijaron con formalina al 10 %, después se lavaron con isopropanol al 60%. La
tincion con rojo oleoso (0.36 % en isopropanol 60 %) se llevd a cabo durante 20 min., después
la células se lavaron con agua PBS estéril para retirar el exceso del colorante. El colorante se
recuperd con 1 mL de isopropanol absoluto, y se determind la absorbancia a 492 nm en el

lector de ELISA (MULTISKAN FC de Thermo Scientific).

6.6 Extraccion de ARN
Para la extraccion del ARN total, las células se cultivaron en placas de 6 pozos y se utilizé el
meétodo descrito por el proveedor del reactivo Tripure (Roche, Indianapolis, USA método
descrito por Chomczynski y Sacchi, 1987).11° El procedimiento se realizd en una campana, se
adiciono 1 mL de reactivo directamente al cultivo, se hizo pasar varias veces por una aguja
con jeringa de 1 mL (para lisar las células) y se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se
incubd por unos minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion se realiz6 una
centrifugacion a 1400 rpm durante 10 min. a 4 °C, se recupero el sobrenadante y se le adiciono
cloroformo, agitando manualmente por un minuto, se dejé en reposo por unos minutos a

temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugo por 15 min., a la fase acuosa se le agrego
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isopropanol (para precipitar el ARN), se mezcldé y se incubo en hielo. Enseguida se llevo a
cabo otra centrifugacion por 10 min. a 4 °C, el sobrenadante se elimino (fase superior) y al
precipitado se le adiciono etanol al 75 %, se agito en el vortex, después se centrifugo por 5
min. a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado y se lavé dos veces con etanol al 75 % y se
centrifugo por 5 min. a 4 °C. El precipitado se seco6 en la campana y se resuspendié en agua

libre de ARNsas.

6.7 Sintesis de DNA complementario (cDNA)

Se realiz6 la transcripcidn en reversa para sintetizar DNA complementario a partir de ARN,
mediante la reaccion catalizada por la enzima transcriptasa reversa, con el uso del estuche de
ImProm Il (Promega, Madison, USA). Se utilizaron 2 ug de ARN total; se adicioné una mezcla
de iniciadores al azar (random primers 0.5 pg/pL), que estan formados por seis nucledétidos,

estos se unen aleatoriamente al ARN para su retrotranscripcion.

6.8 PCR en Tiempo Real

La amplificacion del cDNA se llevé a cabo con la enzima DNA polimerasa usando un estuche
de “LightCycler FastStar DNA Master SYBR Green I” para las adipocinas IL-6 y adiponectina,
asi como también para el gen de normalizacién (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
preparara una mezcla de reaccién con el cDNA de las adipocinas descritas previamente o de
36B4, los iniciadores hacia delante y reverso correspondientes, mas la enzima FastStart,

amortiguador para PCR, SYBER Green y MgCla.
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6.9 Determinacién de la proteina de IL-6 liberada al medio de cultivo mediante el método

de ELISA en sandwich

Los preadipocitos fueron tratados durante su diferenciacion (2, 4, 6 y 8 dias) con diferentes
concentraciones (0.05 mM, 0.125 mM y 0.25 mM) del extracto acuoso de C. ficifolia, en donde
el control fueron las células sin tratamiento. Después de los periodos de incubacion, el medio
de cultivo fue recuperado y los niveles de la proteina fueron medidos usando el kit del ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) para IL-6 (RayBiotech Mouse IL-6 ELISA Kit,

Parkway Lane, USA).
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7. Resultados

7.1 Expresién del ARNm de PPARYy en células 3T3-L1

En la Figura 4, se puede observar en la grafica que la expresion del ARNm de PPARYy en la
linea celular 3T3-L1 durante la diferenciacion de fibroblastos (dia 0) a adipocitos, no presenta
un cambio significativo entre los dias dos al seis y el dia diez con respecto al control (dia 0),

mientras que en el dia ocho se incrementa significativamente, con una p < 0.05.

En la Figura 5 se observa que los productos de PCR en tiempo real presentaron un tamafo

de 217 pb, que corresponde al esperado para PPARYy.

Figura 4. Grafica que muestra la expresion del ARNm de PPAR Gamma a los diferentes
tiempos (2, 4, 6, 8 y 10 dias) durante la diferenciacion. El * indica una P < 0.05.

Figura 5. Productos de la expresion del ARNm de PPARYy.
En la imagen se observan los resultados de expresién por
PCR en tiempo real de algunas muestras representativas de
diferentes experimentos, las cuales se analizaron por medio
de electroforesis en gel de agarosa. Primer carril estandar
DNA ladder de100pb. Productos con 217 pares de bases.
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La expresion del ARNm de PPARy se modifica durante la diferenciacion de fibroblastos a
adipocitos en la linea celular 3T3-L1 después de ser tratados con diferentes concentraciones
del extracto acuoso de C. ficifolia (con base en su contenido de DQI), se puede observar que
en las graficas de la Figura 6 la expresidn de PPARYy se incrementé significativamente (p <
0.05) con respecto a su control en los dias dos y seis de diferenciacion en las células tratadas
con el extracto (0.05 y 0.125 mM), y en los dias cuatro y ocho se incrementd solamente con
0.05 y 0.125 mM, respectivamente, en cambio disminuyo en el dia dos con la concentracion

mas alta (0.25 mM).

Figura 6. Expresion del ARNm de PPARYy en células 3T3-L1. En las graficas se muestra el
numero de veces que se expresa el ARNm de PPARy durante la diferenciacion a adipocitos
(dias 2,4, 6y 8)ydespués del tratamiento con diferentes concentraciones del extracto acuoso
de C. ficifolia (en base al contenido de DQI 0.05, 0.125 y 0.25 mM). Se us6 como gen de
referencia el de la proteina ribosomal 36B4. El * indica una P < 0.05 cuando se comparan los
tratamientos contra su control.
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7.2 Resultados de la expresion del ARNm de adiponectina

En la grafica de la Figura 7 se puede observar la expresion del ARNm de adiponectina
durante la diferenciacién en la linea celular 3T3-L1, en donde los fibroblastos (0 a 2 dias) y
los preadipocitos (dia 4 de diferenciacion) no presentan expresion del ARNm de
adiponectina, mientras en los dias 6, 8, y 10 se incrementa significativamente su expresion
con respecto al control del dia 0, con una p < 0.05. En la Figura 8 se presentan los

productos de PCR tiempo real, usando los iniciadores correspondientes a adiponectina.

Figura 7. Se muestra la expresién del ARNm de adiponectina a los diferentes tiempos (2,
4, 6, 8 y 10 dias) durante la diferenciacion en la linea celular 3T3-L1. El * indica una P <
0.05.
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Figura 8. electroforesis en gel de agarosa que muestra los productos de PCR tiempo real
del ARNm de adiponectina.
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En las graficas de la Figura 9 se presentan los resultados de la expresion del ARNm de
Adiponectina después del tratamiento con el extracto acuoso de C. ficifolia, se observa
que en el dia 2 de diferenciacion se ve disminuida la expresién de adiponectina con respecto
a su control con cualquiera de las concentraciones usadas, con una p < 0.05. Mientras que
alos dias 4 y 6 de diferenciacion, las concentraciones del extracto 0.05 y 0.125 mM fueron
las que mas incrementaron la expresion de dicha adipocina. En cuanto a la grafica del dia
8 se puede apreciar que con las concentraciones de 0.05 y 0.125 mM de C. ficifolia
incrementod la expresidn del ARNm de adiponectina, mientras que se disminuyé solamente

con la concentracién mas alta (0.25 mM).

Figura 9. Expresion del ARNm de adiponectina en células 3T3-L1 tratadas con C. ficifolia.
Graficas que muestran el numero de veces que se expresa el ARNm de Adiponectina a
diferentes concentraciones con el extracto acuoso de C.ficifolia (con base al contenido de
DQI 0.05, 0.125 y 0.25 mM). Se us6 como gen de referencia el de la proteina ribosomal
36B4. El * indica una P < 0.05.
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7.3 Expresion del ARNm de IL-6

Como se puede observar en la grafica de la Figura 10 de la expresion del ARNm de IL-6
durante la diferenciacion en la linea celular 3T3-L1, no cambia en los dias 2, 4, 8 y 10. Solo
en el dia 6 hay un aumento significativo con una P < 0.05. Figura 11 productos de PCR tiempo

real

Figura 10. Grafica que muestra la expresién del ARNm de IL-6 a los diferentes tiempos (2,
4, 6, 8 y 10 dias) durante la diferenciacion en la linea celular 3T3-L1. El * indica diferencia
significativa con respecto al control (dia 0).

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa que muestra el producto de PCR tiempo real
de muestras representativas de varios experimentos, se usaron iniciadores para la
expresion del ARNm IL-6, el tamano de los productos fue de126 pares de bases.
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En las graficas de la Figura 12 se observa la expresion del ARNm de IL-6 en las células
3T3-L1 al dia dos de diferenciacion y después del tratamiento con el extracto acuoso de C.
ficifolia a diferentes concentraciones (0.05, 0.125 y 0.25 mM) con respecto a su propio
control del dia 2 sin tratamiento, la Unica que presenté un incremento en la expresion del
ARNmM de IL-6 fue la de 0.25 mM con una p < 0.05. Mientras que en las graficas de los dias
4 y 8 se observa que las concentraciones de 0.125 y 0.25 mM fueron las que mas
incrementaron dicha expresion. En cuanto a la grafica del dia 6 se puede apreciar que con

las tres concentraciones se incremento la expresion del ARNm de IL-6.

Figura 12. Expresion del ARNm de IL-6 en células 3T3L-1 tratadas con C. ficifolia. En las
graficas se muestra el numero de veces que se expresa el ARNm de IL-6 durante su
diferenciacion a adipocitos y después del tratamiento con diferentes concentraciones del
extracto acuoso de C. ficifolia (con base al contenido de DQI 0.05, 0.125 y 0.25 mM). Se
us6é como gen de referencia el de la proteina ribosomal 36B4. El * indica una P < 0.05.
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7.4 Proteina de IL-6 liberada al medio de cultivo

En la grafica de la Figura 13 se puede observar la proteina de IL-6 liberada al medio de
cultivo durante la diferenciacién en la linea celular 3T3-L1. Se muestran los cambios en la
liberacién de IL-6 a los diferentes dias de diferenciacidén con respecto al control (dia 0). Se
puede observar que no hay un cambio significativo en el dia 2, mientras que a los dias 4, 6
y 8 de diferenciacién se observa disminucion en IL-6 liberada con respecto al control. Por
otra parte en el dia 10 se puede observar un incremento de la proteina liberada al medio de

cultivo con una p < 0.05.

Figura 13. Grafica que muestra la proteina de IL-6 liberada al medio de cultivo a los diferentes
tiempos (2, 4, 6, 8 y 10 dias) durante la diferenciacion. El * indica una P < 0.05.
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En la siguientes graficas (Figura 14) se observa que en las células 3T3-L1 tratadas con el
extracto de C. ficifolia a los dias 2, 4, 6 y 8 se incremento la IL-6 liberada al medio de cultivo,
sin embargo la unica que no presento una diferencia significativa fue la del dia 4 con una

concentracion de 0.05 mM.

Figura 14. Graficas que muestran la proteina de IL-6 liberada al medio cultivo después que
las células 3T3-L1 fueron tratadas con diferentes concentraciones con el extracto acuoso de
C.ficifolia. El * indica una significancia menor de 0.05.
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7.5 Resultados de PPARy, adiponectina, IL-6 y la proteina de IL-6 liberada en

adipocitos maduros tratados con el extracto acuoso de C. ficifolia durante 48 horas.

En los adipocitos maduros de la linea celular 3T3-L1 (dia 8 de diferenciacién) después del
tratamiento por 48 horas (dia 10) con las diferentes concentraciones de C. ficifolia, se
puede observar en las siguientes graficas (Figura 15), que la expresion del ARNm de
PPARYy y de adiponectina se incrementaron con las concentraciones de 0.05 mM y 0.125
mM, mientras que en la expresion del ARNm de IL-6 se incrementd con las concentraciones
de 0.125 mM y 0.25 mM, efecto muy similar a la-proteina IL-6 liberada al medio de cultivo

donde se observo incremento con las tres concentraciones.

Figura 15. Adipocitos maduros (dia 8) tratados por 48 horas con C. ficifolia. Gréaficas que
muestran la expresion del ARNm de PPARYy (a) , Adiponectina (b) e IL-6 (c) en adipocitos
maduros tratados, como también la proteina de IL-6 liberada al medio de cultivo (d), después
del tratamiento por 48 horas con diferentes concentraciones (0.05mM, 0.125mM y 0.25mM)
del extracto acuoso de C. ficifolia. El * indica una P < 0.05.
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7.6 Resultados de lipidos

En la Figura 16 se observa la acumulacion de lipidos en las células 3T3-L1 durante la
diferenciacion de fibroblastos a adipocitos. Los lipidos se tifieron con rojo oleoso. Se
determind también la acumulacion de lipidos totales mediante un lector de ELISA midiendo la

absorbancia del colorante recuperado con isopropanol absoluto (Figura 17, pag. 58).

Dia cero fibroblastos Dia dos preadipocitos

Dia cuatro preadipocitos Dia seis adipocitos

Figura 16. Fotos a 20x en donde se observa la acumulacién de lipidos en las células 3T3-
L1 durante la diferenciacién de fibroblastos a adipocitos. Los lipidos se tifieron con rojo
oleoso.
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Continuacion de la Figura 16

Dia ocho adipocitos maduros

En la siguiente grafica de la Figura 17, se puede observar que la acumulacién mas alta de
lipidos totales, determinados por tincién con rojo oleoso, fue en los dias 6 y dia 8 en la

diferenciacion, de las células 3T3-L1 que no recibieron tratamiento con el extracto.

Figura 17. Grafica que muestra la acumulacién de lipidos (tefidos con rojo oleoso) a los
diferentes tiempos (2, 4, 6 y 8 dias) durante la diferenciacion en la linea celular 3T3-L1. EI *
indica una significancia menor de 0.05.
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En la Figura 18 se observa la acumulacion de lipidos durante la diferenciacion en células 3T3-

L1 tratadas con el extracto de C. ficifolia a una concentracién de 0.125 mM. Los lipidos se

tineron con rojo oleoso.

Dia dos 0.125 mM Dia cuatro 0.125 mM

Dia seis 0.125 mM Dia ocho 0.125 mM

Figura 18. Fotos a 20x en donde se observa la acumulacién de lipidos en las células 3T3-
L1 durante la diferenciacion de fibroblastos a adipocitos, tratadas con el extracto acuoso de
C. ficifolia a una concentracion de 0.125 mM con base a su contenido en DQI. Los lipidos

se tifieron con rojo oleoso.
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En las siguientes graficas de la Figura 19 se observa que en el dia 2 de diferenciacion en las
células 3T3-L1 tratadas con el extracto de C. Ficifolia, no hubo una diferencia significativa en
la acumulacién de lipidos con respecto a su control (dia 2 sin tratamiento), mientras que en la
del dia 4 hubo una mayor acumulacion de lipidos con la concentracion de 0.25 mM del
extracto. Posteriormente se observa que en los dias 6 y 8 hay disminucion de lipidos
acumulados en comparacion a sus respectivos controles, siendo significativamente diferentes
a las concentraciones de 0.125 y 0.25 mM en el dia 6, mientras que en dia 8 las tres

concentraciones dieron resultados significativamente menores (p<0.05).

Figura 19. Acumulacién de lipidos en las células 3T3L1 durante su diferenciacién a adipocitos,
tratados con extracto de C. ficifolia. Graficas que muestran la acumulacion de lipidos a los
diferentes tiempos (2, 4, 6 y 8 dias) tratadas a diferentes concentraciones con el extracto
acuoso de C. ficifolia (0.05, 0.125, y 0.25 mM con base a su concentracion en DQI). El * indica
una significancia menor de 0.05.
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8. Discusion:

Se esperaba que en las células 3T3-L1 que no recibieron tratamiento como se observa en la
Figura 4 pag. 48, la expresion del ARNm de PPARYy tuviera un incremento significativo en cada
dia de diferenciacién, ya que PPARY se considera un regulador maestro de la adipogénesis,*®
sin embargo solo el dia ocho se incrementé significativamente, ya que este receptor se activa
mediante acidos grasos o ligandos endégenos como el oxLDL.#1*43 Esto podria deberse a que
en los dias dos, cuatro y seis se acumularan los lipidos sin liberacién de acidos grasos o sin
que se oxidaran, y por esta razon, hasta el dia ocho hubo un incremento considerable tanto
de lipidos acumulados como de acidos grasos libres, ya que es una de las caracteristicas de

los adipocitos maduros.

En la Figura 6 pag. 49 la expresion del ARNm de PPARy durante la diferenciacion con
tratamiento a diferentes concentraciones 0.05 mM, 0.125 mM y 0.25 mM, la concentracion de
0.05 mM presento un incremento significativo en los dias dos, cuatro y seis, mientras que en
el dia ocho no hubo una diferencia significativa, por lo que a esta concentracion los adipocitos
liberaron mas acidos grasos u oxidaron las LDL.3643 En cuanto al dia 8 la concentracion de

0.125 mM fue la unica que tuvo un incremento significativo comparada con su control.

En las células sin tratamiento de la Figura 7 pag. 50 durante la diferenciacion, como se
esperaba, se observo incremento en la expresidon del ARNm de Adiponectina conforme
transcurrian los dias, en donde el incremento significativo se observé a los dias 6, 8 y 10.
Como consecuencia en los ultimos dias de diferenciacion la adiponectina estimula la oxidacion

de acidos grasos y ejerce funciones de proteccion contra la inflamacion.93-%7
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En las células que fueron tratadas con el extracto acuoso de C. ficifolia a diferentes
concentraciones durante la diferenciacion en la Figura 9 pag. 51, hubo una inhibicién de la
expresion del ARNm de adiponectina en el dia dos a las tres concentraciones (0.05 mM, 0.125
mM y 0.25 mM), pero con la concentracién de 0.25 mM la expresion de adiponectina siempre
se vio inhibida en los dias dos, cuatro, seis y ocho, posiblemente debido a que esta
concentracion afectd la diferenciacion, teniendo una menor acumulacion de lipidos,
incremento en la expresién del ARNm de IL-6 y podria haber una disminucién en el numero
de células, presentando un incremento similar a la inhibicion de adipogenesis mediada por un

quito-oligosacarido como se cita en la literatura.!!

En cuanto a los resultados de la expresion del ARNm de IL-6 en las células sin tratamiento de
la Figura 10 pag. 52, hubo un incremento significativo solo en el dia seis. Y se sabe que la
produccion de la IL-6 es estimulada principalmente por el TNF-a y las catecolaminas’,
ocasionando inflamacién. Por otro lado, también ha habido estudios en donde las
concentraciones elevadas de IL-6 presentan un efecto favorable ya que aumenta la lipélisis y
la oxidacion de acidos grasos libres (AGL), evitando los efectos dafiinos sobre la sefalizacion

de la insulina.84:85

En la Figura 12 pag. 53 se observo a las células que se les trato con el extracto acuoso durante
la diferenciacion, en donde la concentracion de 0.25 mM fue la Unica con un incremento
significativo en la expresion de IL-6 durante la diferenciacion, mientras que la concentracion
de 0.125 mM su incremento fue en los dias cuatro, seis y ocho. Y la concentraciéon de 0.05
mM solo en el dia seis. Ademas estos resultados van de acuerdo con los reportados en ratones
diabéticos tratados con C. ficifolia mostrando un incremento en los niveles séricos de IL-6 y

disminuyendo el peso corporal.11?
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La liberacién de la proteina IL-6 liberada al medio de cultivo se incremento significativamente
hasta el dia 10 de diferenciacion de la Figura 13 pag. 54, lo cual fue diferente a lo que se
observo en la expresion del ARNm de IL-6 ya que este se incrementd en el dia 6, puede
tenerse un desfasamiento en la liberacién del ARNm transcrito de IL-6. Mientras que en las
células tratadas si hubo una concordancia en los dias en que fue expresado el ARNm de IL-6
y el incremento de la proteina de IL-6 liberada al medio de cultivo. El efecto anterior se observo
con todas las concentraciones C. ficifolia, siendo la concentracion de 0.25 mM a la que se

encontraron los valores mas elevados.

También se realizé un experimento en adipocitos ya maduros, como se observa en la Figura
15 pag. 56, donde a estos se les trato con el extracto acuoso de C. ficifolia a las mismas
concentraciones por 48 horas, en donde se pudo observar que las concentraciones de 0.05
mM vy 0.125 mM del ARNm de PPARy y adiponectina fueron las que presentaron un
incremento significativo, siendo la primera concentracion mas elevada que la de 0.125 mM,
mientras que la concentracion de 0.25 mM se vio inhibida en adiponectina y en PPARY sin
diferencia significativa, los resultados fueron similares a los obtenidos anteriormente con la

concentracion de 0.125 mM.113

En cuanto a los adipocitos maduros tratados con el extracto de C. ficifolia por 48 horas en la
expresion del ARNm de IL-6 tuvo un incremento significativo a las concentraciones de 0.125
mM y 0.25 mM mientras que la proteina de IL-6 liberada al medio de cultivo tuvo un

incremento significativo a las tres concentraciones.

Por lo que en este experimento el extracto de C. ficifolia a las 48 horas de tratamiento, la

concentracion de 0.05 mM fue la que presento un mejor efecto al incrementar la expresién del
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ARNmM de PPARYy (reguladora de diferenciacion) y de adiponectina (encargada de la actividad
antinflamatoria u oxidacion de acidos grasos). Ademas a esta concentracion no se presento
incremento en la expresiéon del ARNm de IL-6, aunque la proteina de IL-6 liberada se
incremento significativamente pero en menor cantidad que a las concentraciones de 0.125 mM

y 0.25 mM.

Por ultimo, los lipidos acumulados en las células sin tratamiento como se observa en la Figura
17 pag. 58 se incrementaron en los ultimos dias de diferenciacién (seis y ocho), debido a que
los adipocitos van acumulando triglicéridos durante su maduracion cuando el aporte
energético es excesivo y se movilizan cuando se requieren para otras funciones del

organismo.3?

La células que fueron tratadas con el extractd acuoso en la siguientes graficas de la Figura 19
pag. 60, no tuvieron una diferencia significativa con respecto a la cantidad de lipidos
acumulados en los dias dos y cuatro, excepto la concentracion de 0.25 mM que presento un
incremento significativo, eso nos hace pensar que hasta este dia los adipocitos tienen un
maximo en la acumulacién de TG, mientras que en los dias seis y ocho hay una disminucion
en la acumulacion de TG con una diferencia significativa a las tres concentraciones excepto
la concentracion de 0.05 mM al dia seis. Esta disminucién de TG se puede deber a que se

esté inhibiendo la diferenciacion en presencia del extracto.

Por otro lado la disminucion en la acumulacién de lipidos puede ser debida a la oxidacion de
acidos grasos (p-oxidacién) y no tanto por la liberacién de acidos grasos libres, ya que estos
deberian disminuir la actividad de glutatién peroxidasa. '* y esto no se observd en

investigaciones previas, al contrario la presencia del extracto incrementa la actividad de
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glutation peroxidasa en adipocitos 3T3-L1 para protegerlos del dafio oxidativo, ademas de

disminuir la actividad de vias proinflamatorias. 113
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9. Conclusiones:

+ En el presente estudio se logré observar como actia el extracto acuoso de C. ficifolia
durante la diferenciacion en adipocitos, en donde las concentraciones de 0.05 mM y
0.125 mM son las mas recomendables para usar, ya que hay una menor acumulacion
de lipidos como se observa en la Figura 19 pag. 60 y un incremento en la expresion del
ARNmM de adiponectina, PPARy e IL-6 (Figuras 6, 9 y 12 pag. 49,51 y 53) durante la
diferenciacion.

+ El extracto de C. ficifolia afecta la diferenciacion a adipocitos, debido a que PPARYy
disminuye en el dia ocho de diferenciacion y disminuye también la acumulacion de los
lipidos, esta ultima disminucion no se sabe con exactitud si es debida a la oxidacion de
acidos grasos, por lo que faltaria su determinacién experimental, ya que anteriormente
se ha mostrado que el extracto presenta un efecto hipoglucemiante gracias al
compuesto DQI y evitando asi la resistencia a la insulina ocasionada por los acidos
grasos.

+ En una investigacién realizada anteriormente por Fortis,*** comprobd que el extracto
también posee propiedades antioxidantes incrementando la actividad de glutatidon
peroxidasa, en donde su principal papel biolégico es proteger el organismo de dafio
oxidativo, al contrario del H202, TNF-a y acidos grasos libres que disminuyen su
actividad.!'3 Por lo tanto este extracto podria ser usado para el tratamiento contra la
obesidad y DT2, ya que posee propiedades antioxidantes, hipoglucemiantes
(realizadas anteriormente) y propiedades antinflamatorias determinadas en este

experimento.
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10.Perspectivas:

% Se propone determinar experimentalmente la 3-oxidacién, los acidos grasos libres en
el medio de cultivo, la actividad de NF-kB y la viabilidad de los adipocitos tratados con
C. ficifolia.

% También se propone separar los componentes del extracto de C. ficifolia. Para
evaluarlos y determinar cual o cuales de ellos son los responsables que estan afectando

la expresiéon de IL-6.
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