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RESUMEN

Ibervillea sonorae S. Watson (Cucurbitaceae) y Parkinsonia aculeata L. (Fabaceae) son plantas
utilizadas para el tratamiento empirico de la diabetes mellitus, aunque se desconocen sus
principios activos y mecanismos de accién. Nosotros evaluamos los efectos de extractos acuosos
de tubérculos de I. sonorae (EAIs) y de hojas (EAPah) y flores (EAPaf) de P. aculeata sobre la
incorporacion de 2-NBDGlucosa y la adipogénesis de adipocitos 3T3 de ratéon y humanos
subcutaneos normales. Los tres extractos estimularon la incorporacién de 2-NBDG por
adipocitos 3T3-F442A, 3T3-L1 y humanos, en funcién de la concentracidn y con potencia similar
o mayor a la insulina. La incorporacién fue bloqueada por inhibidores de la via de sefializacién
de la insulina, salvo la inducida por EAls en adipocitos humanos que no fue bloqueada por
wortmanina, un inhibidor de la fosfatidilinositol 3 cinasa. EAls y EAPah indujeron en diverso
grado la adipogénesis murida pero no la humana. En contraste seis de siete preparaciones
comerciales de /. sonorae tuvieron un marcado efecto anti-adipogénico sobre las células 3T3-
F442A y modesta estimulacién de la incorporacidon de 2-NBDG. Nuestros resultados muestran
que I. sonorae y P. aculeata contienen compuestos hidrosolubles que estimulan la incorporacién
de glucosa por el tejido adiposo y que la actividad antidiabética de I. sonorae parecen utilizar
una via de sefalizacién parcialmente distinta a la de la insulina. Los potentes efectos de los
extractos ensayados sobre la incorporacién de 2-NBDG, aunados a su carencia de efectos
adipogénicos en células humanas, sugieren que /. sonorae y P. aculeata representan una fuente
promisoria de compuestos antidiabéticos. Las preparaciones comerciales de I. sonorae tienen
un leve efecto de estimulacién de incorporacién de 2-NBDG vy sugieren la necesidad de evaluar

la actividad de los productos naturales de venta en el mercado.



ABSTRACT

Ibervillea sonorae S. Watson (Cucurbitaceae) and Parkinsonia aculeata L. (Fabaceae) are plants
used for the empirical treatment of diabetes mellitus but their active principles and mechanisms
of action remain unknown. We evaluated the effects of aqueous extracts of /. sonorae tubers
(EAIs) and P. aculeata leaves (EAPah) and flowers (EAPaf) on the 2-NBDglucose uptake and the
adipogenesis of murine 3T3 and subcutaneous human normal adipocytes. All three extracts
stimulated the 2-NBDG uptake in 3T3-F442A, 3T3-L1 and human adipocytes in a concentration-
dependent manner and with similar or even higher potency than insulin. The 2-NBDG uptake
was blocked by inhibitors of the insulin signaling pathway, save for the 2-NBDG uptake induced
by EAls which was not repressed by wortmannin, a phosphatidylinositol-3 kinase inhibitor. EAls
and EAPah stimulated murine adipogenesis in diverse degrees, but none of the extracts induced
human adipogenesis. In contrast, six of seven commercial formulations of /. sonorae had a
marked anti-adipogenic effect on 3T3-F442A cells and modest stimulatory effect on the 2-NBDG
uptake. Our results show that /. sonorae and P. aculeata have hydrosoluble compounds that
stimulate glucose uptake by adipose tissue and that the anti-diabetic activity of /. sonorae seem
to use a partially different insulin signaling pathway. The strong effects of the extracts assayed
on the 2-NBDG uptake and their lack of adipogenic effects in human cells suggest that /. sonorae
and P. aculeata are promissory sources of anti-diabetic compounds. The commercial
formulations of I. sonorae have a small stimulatory effect of 2-NBDG uptake and suggest the

necessity of evaluation of the natural products available on the market.
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I. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es la enfermedad metabdlica con mayor prevalencia en el mundo
(Aguilar-Salinas y cols., 2003). Este padecimiento es un sindrome orgdnico, multisistémico y
crénico que se caracteriza por el aumento de los niveles de glucosa en la sangre
(hiperglucemia). Se divide en dos grupos principales conocidos como DM tipo 1 (DM-1) y DM
tipo 2 (DM-2). La DM-1 es causada por la baja o nula produccién de insulina y la DM-2 se
caracteriza por la incapacidad de las células para responder a esta hormona (resistencia a
insulina). La DM-2 es el resultado de la interaccion de factores genéticos y ambientales como la
dieta y la inactividad fisica, que inducen obesidad. Este tipo de diabetes es el mas comun,
constituye entre el 85-95% de los casos de DM en paises desarrollados y un porcentaje aun
mayor en paises en desarrollo. Esta enfermedad se desarrolla a menudo en etapas adultas de la
vida, y es muy frecuente su asociacion con la obesidad. En el aino 2000, la prevalencia de la DM-
2 a escala mundial se estimé en alrededor de 180 millones de casos y se prevé que esta cifra se
duplique para el aifio 2030 (OMS, 2008). En México, cerca de 2.2 millones de adultos padecian
DM-2 en el afio 2000 y se estima que esta cifra se incrementara a 6.1 millones para el afio 2030
(OMS, 2008). La DM-2, la principal causa de muerte en la poblacién adulta en México, ocasiond
55,000 defunciones en el aino 2002 y se prevé que entre 2006 y 2015 las muertes por diabetes
aumenten en mas de un 80% en los paises de ingresos medios altos (OMS, 2008). En San Luis

Potosi, la DM-2 es la segunda causa de muerte en hombres y la tercera en mujeres (Anénimo,
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2001), con una tasa de mortalidad de 28 defunciones por 100,000 habitantes (Ekoé y cols.,

2001).

1.2 Impacto socioeconédmico de la diabetes mellitus en México

La DM-2 se ha convertido en una pandemia desde hace dos décadas, lo que ha repercutido en la
salud y la economia de todos los paises, entre ellos México (Bustos Saldafa y cols., 2007). Los
gastos directos de la atencion hospitalaria y ambulatoria a pacientes diabéticos se estimaron en
131 millones de ddlares en 2004 y se predice que esta cifra se incrementara en un 14% para
2006 (Arredondo y cols., 2005). Por otro lado, la mayor prevalencia de la DM-2 se presenta en la
poblacién con menores recursos econdmicos (Aguilar-Salinas y cols., 2003) la cual en su mayoria
no tiene acceso a servicios de atencion a la salud (aproximadamente el 40% de los mexicanos).
Es por ello que estos pacientes deben absorber los gastos del tratamiento farmacoldgico
(Arredondo y Zuiiga, 2004) u optar por terapias alternativas (Pagan y Tanguma, 2007). Ademas,
el nivel socioeconémico de los pacientes de DM-2 influye en la prevencién y el tratamiento de
complicaciones de la diabetes, lo que aumenta el riesgo de morbilidad y mortalidad
independientemente del conocimiento adecuado sobre la enfermedad (Bustos Saldafia y cols.,

2007).
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1.3 Los hipoglucemiantes orales: tratamiento ineficaz de la diabetes mellitus tipo 2

Los hipoglucemiantes orales representan el tratamiento mas comun de la DM-2, pero no
restauran de manera eficiente los niveles normales de glucemia, ademds de que ocasionan
diversos efectos adversos. Entre estos farmacos se encuentran las sulfonilureas, las
meglitinidas, las biguanidas, los inhibidores de alfa-glucosidasas y las tiazolidinedionas (Inzucchi,
2002). Las sulfonilureas estimulan la liberacidén de la insulina de las células beta del pancreas y
pueden mejorar ligeramente la resistencia a insulina en los tejidos periféricos blanco de esta
hormona, como el musculo y el tejido adiposo. Desafortunadamente, las sulfonilureas también
inducen hipoglucemia y aumento de peso corporal. Las meglitinidas, al igual que las
sulfonilureas, funcionan como secretagogos de insulina pero actian muy rapidamente, lo que
induce un mayor descenso de la glucosa y aumenta el riesgo de hipoglucemia (Luna y cols.,
2001). Las biguanidas (como la metformina) reducen la liberacién de glucosa hepatica y en
menor medida incrementan la sensibilidad a insulina en higado y tejidos periféricos. Los efectos
secundarios de las biguanidas son problemas gastrointestinales y nduseas al inicio del
tratamiento, ademas en algunas ocasiones pueden provocar acidosis lactica e insuficiencia renal
(Luna vy cols., 2001; Spiller y Sawyer, 2006). Las tiazolidinedionas (como la rosiglitazona y la
pioglitazona) estimulan la sensibilidad a insulina en los tejidos muscular y adiposo y en menor
medida inhiben la produccion de glucosa hepdtica. Ademds, estos agentes mejoran
notablemente la sensibilidad a insulina al ser utilizados en combinaciéon con otros farmacos
antidiabéticos. Ya que estos agentes no incrementan la secreciéon de insulina, no causan
hipoglucemia al ser utilizados como monoterapia (Luna y cols., 2001). No obstante, estos
farmacos tienen diversos efectos secundarios: inducen esteatosis hepdtica en sujetos no
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alcohdlicos (Caldwell y cols., 2007), inhiben la regeneracion hepdatica (Turmelle y cols., 2006) e
inducen obesidad (de Souza y cols., 2001) y osteoporosis (Rzonca y cols., 2004). Los inhibidores
de la alfa-glucosidasa, por su parte, disminuyen la absorcidn intestinal de glucosa al inhibir la
hidrdlisis de carbohidratos complejos por la alfa-glucosidasa, teniendo mayor impacto en la
hiperglucemia postprandial (Luna y cols., 2001). Estos agentes al igual que las biguanidas
ocasionan trastornos gastrointestinales y fallas renales y cardiovasculares (Spiller y Sawyer,

2006).

Cuando no se logra un adecuado control de la glucemia utilizando un solo agente, el uso de
terapias combinadas es otra opcion (Luna y cols., 2001). Sin embargo, los hipoglucemiantes
orales revierten insuficientemente la hiperglucemia y fallan a medida que la severidad de Ila
enfermedad progresa, lo que hace necesario la administracion de insulina exdégena. Por eso es
deseable buscar nuevas terapias antidiabéticas que restauren de manera eficiente los niveles de

glucemia sin los efectos secundarios de los tratamientos actuales.

1.4 La via de senalizacion de la insulina como un blanco terapéutico para el tratamiento de la

diabetes mellitus tipo 2

Aunque las bases moleculares de la DM-2 son aun incompletamente conocidas, un evento
central de la afeccidn es la disfuncién en la via de sefializacién de la insulina. Esta hormona
anabdlica promueve el almacenamiento y sintesis de lipidos, proteinas y carbohidratos e inhibe
su degradacion y liberacién a la circulacién. Un proceso mediante el cual la insulina incrementa

el almacenamiento de energia involucra la incorporacién de glucosa en el musculo y en el tejido
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adiposo, actuando de esta manera como principal regulador de la concentracion de glucosa en
la sangre (Chang y cols., 2004). Este proceso involucra una secuencia de eventos complejamente
regulados, es iniciado por una cascada de sefiales moleculares que son activadas en respuesta a
la insulina hasta lograr la translocacién del transportador de glucosa GLUT4 desde sus pozas

intracelulares a la membrana plasmatica (Thong y cols., 2005).

La accién de la insulina en los adipocitos se inicia cuando esta hormona se une a su receptor, el
cual consiste en un heterotetrdmero en una configuracién B-a-a-f. Las subunidades a son
completamente extracelulares, mientras que las subunidades B poseen un domino citosélico
con actividad de tirosina cinasa (Watson y cols., 2004). La unién de la insulina a sitios especificos
de las subunidades a induce cambios conformacionales en el receptor y promueve su
autofosforilacidn en residuos de tirosina especificos en la region intracelular de las subunidades
B (Thongy cols., 2005). Entonces, el receptor activado fosforila residuos de tirosina en sustratos
intracelulares del receptor de insulina (IRS-1, IRS-2) para iniciar la transduccion de la sefial
(Changy cols., 2004). La fosforilacidon en sitios especificos del IRS conduce a la activacién de dos
diferentes vias de sefializacidon en cascada incluyendo la via de la fosfoinositol-3 cinasa (PI-3K) y
la via de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK) (Watson y cols., 2004). Se ha
sugerido que la via MAPK estd involucrada en la regulacidn del crecimiento celular mientras que
la via de PI-3K estd relacionada con el metabolismo celular y el sistema cardiovascular (Watson y
cols., 2004). Una vez que las proteinas p85/p110 (subunidades catalitica y reguladora de PI-3K,
respectivamente) se asocian con el IRS, PI-3K se activa y estimula la produccion del lipido
denominado fosfatidil insositol 3, 4, 5 trifosfato (PIP3) (Watson y cols., 2004), que regula la

localizacion y actividad de numerosas proteinas (Chang y cols., 2004). La acumulacién de PIP3
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resulta en la fosforilacion y activacidn de la proteina cinasa Akt, la cual favorece la translocacién
de GLUT4, un transportador de glucosa sensible a insulina (Watson y cols., 2004), desde sus
depdsitos intracitopldsmicos hasta la membrana plasmadtica. Tras su translocacién GLUT4
favorece el movimiento de glucosa desde la sangre al interior de los tejidos. Se ha descrito que
ademas de Akt, las isoformas de la proteina cinasa C (PKC): PKC & y PKCA, activadas también por
PI-3K, intervienen en la regulacidn de la translocaciéon de GLUT4 a la superficie de la célula

(Standaert y cols., 1997).

El metabolismo de los carbohidratos es de gran importancia en el control de la DM-2, por lo cual
uno de los blancos terapéuticos mas promisorios es la via de senalizacién de la insulina.
Desarrollar nuevos agentes antidiabéticos y determinar su mecanismo de accién
hipoglucemiante, permitira ofrecer terapias y nuevas oportunidades para el control de la DM-2

y sus complicaciones.

1.5 La herbolaria mexicana como terapia alternativa en el tratamiento de la DM-2

La extensa tradicién en el empleo terapéutico de las plantas por muchas culturas en el mundo,
aunada a los altos costos de los tratamientos farmacoldgicos y al fracaso de éstos, ha impulsado
a los pacientes a usar tratamientos alternativos como la herbolaria (Pagan y Tanguma, 2007).
Mas de 1,200 especies de plantas se utilizan alrededor del mundo para el tratamiento empirico
de la DM-2. Sin embargo, sélo unas 350 han sido ensayadas experimentalmente para confirmar
o descartar sus propiedades antidiabéticas (Alarcén-Aguilar y cols., 2002), y en muy pocas se ha

estudiado el mecanismo de accidn. Por ejemplo, Liu y cols. (2004) sugieren que el acido tanico,
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uno de los mayores componentes de las hojas de Lagerstroemia speciosa, estimula el transporte
de glucosa utilizando la via de seiializacién de la insulina mediante la activacién del receptor de

la insulina en adipocitos muridos.

Ibervillea sonorae S. Watson (Cucurbitaceae) y Parkinsonia aculeata L. (Fabaceae), comUnmente
conocidas como wereke y retama, son dos plantas ampliamente utilizadas para el tratamiento
empirico de la DM-2 en nuestro pais. De la primera de ellas, I. sonorae, existen numerosas
presentaciones comerciales industrializadas, pero de éstas no se conocen ensayos de su
actividad terapéutica. P. aculeata, por su parte solo se comercializa de manera tradicional en
mercados locales o hierberas. Algunos reportes indican que extractos acuosos y orgdnicos de la
raiz de I. sonorae tienen actividad hipoglucemiante en ratas y ratones sanos y diabéticos
(Alarcon-Aguilar y cols., 2002; Alarcén-Aguilar y cols., 2005). Algunos monoglicéridos y acidos
grasos aislados de extractos organicos de /. sonorae se han propuesto como los responsables de
la actividad hipoglucemiante de esta planta (Hernandez-Galicia y cols., 2007). Por otro lado,
extractos acuosos de las hojas y flores de P. aculeata han mostrado efectos hipoglucemiantes
en ratas con diabetes inducida por aloxan (Leite y cols., 2007). Aunque se han aislado
compuestos presentes en P. aculeata como orientina, isorientina, vitexina y isovitexina, los
responsables de la actividad hipoglucemiante se desconocen (Besson y cols., 1980). Asimismo se
desconocen los mecanismos de accidn por los que I. sonorae y P. aculeata ejercerian sus
putativos efectos hipoglucemiantes. Es por eso que estas plantas son una fuente promisoria de

nuevos de compuestos aplicables al tratamiento de la DM-2.
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1.6 El cultivo de adipocitos es un modelo 6ptimo para el estudio de nuevos agentes

promisorios para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2

A pesar del gran interés en el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la DM-2 a
partir de productos naturales, los modelos experimentales utilizados para estos estudios no
pueden validar su efectividad. La mayoria de los estudios para evaluar las propiedades
antidiabéticas de compuestos y productos naturales se llevan a cabo utilizando modelos
animales, principalmente roedores. En diversas especies animales la diabetes puede inducirse
de manera farmacolégica ¢ quirdrgica o por manipulacién genética. Uno de modelos mas
utilizados es la induccidn farmacoldgica por medio de estreptozotocina o aloxan, que destruyen
las células beta pancredticas productoras de insulina (Frode y Medeiros, 2008). Sin embargo,
estos sistemas de estudio en los que los animales no producen insulina, o la producen en
cantidades insuficientes representan mas un modelo de DM-1 que de DM-2, la forma mas
prevalente de la enfermedad. Ademas, estos ensayos requieren tiempos muy largos, presentan
un alto grado de variabilidad y no son modelos dptimos para explorar en detalle los mecanismos

moleculares de accidon de los extractos o principios activos.

Nosotros utilizamos cultivos de preadipocitos 3T3 de ratén y preadipocitos subcutaneos
humanos normales como modelo experimental para el escrutinio y la caracterizacidon de
compuestos aplicables al tratamiento de la DM-2. Estas células tienen alta sensibilidad a la
insulina y permiten evaluar de forma simultanea los efectos de los compuestos ensayados sobre
la incorporacién de glucosa y la adipogénesis. Ademds, ambos tipos de adipocitos pueden
volverse resistentes a la insulina mediante el tratamiento con TNF-a (Hotamisligil y cols., 1994),

semejando adipocitos diabéticos de tipo 2.

18



Los preadipocitos 3T3, establecidos a partir de embriones tardios de ratén suizo (Todaro y
Green, 1963), son capaces de diferenciarse en adipocitos maduros cuando se detiene su
proliferaciéon en presencia de sefiales adipogénicas (Kuri-Harcuch y Green, 1978), acumulando
triglicéridos en su citoplasma (Fig. 1A). Las células 3T3-F442A responden a concentraciones
fisiolégicas de insulina (Lai y cols., 1981) de dos maneras diferentes: 1) amplificacién clonal de
adipocitos recién comprometidos (Ntambi y Kim, 2000) (Fig. 1A) y 2) incremento de la captacién
de glucosa por adipocitos maduros (Green y Kehinde, 1975) (Fig. 1B). Es por ello que las lineas
celulares de preadipocitos 3T3 pueden ser utilizadas para el escrutinio de compuestos con
actividades insulino-miméticas asi como para la caracterizacion molecular de sus mecanismos
de accion. Adicionalmente, en nuestro laboratorio desarrollamos un sistema de cultivo de
preadipocitos humanos (Herrera-Herrera y cols., 2009), el cual permite evaluar la incorporacién
de glucosa y determinar el mecanismo de accidon de productos naturales con propiedades

antidiabéticas.

En este trabajo empleamos cultivos de preadipocitos 3T3 y de preadipocitos humanos normales
para evaluar los efectos de extractos acuosos de tubérculos de Ibervillea sonorae (EAls) y de
hojas (EAPah) y flores (EAPaf) de Parkinsonia aculeata sobre la diferenciacion adiposa y la
incorporacion de glucosa por adipocitos maduros a fin de caracterizar los mecanismos de accién

hipoglucemiante de estas plantas.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

Los tubérculos de I. sonorae S. Watson se obtuvieron el en mercado local (Mercado Republica,
San Luis Potosi, México) y las hojas y flores de P. aculeata se recolectaron en el municipio de
Xilitla (San Luis Potosi, México) durante los meses de Febrero a Abril del 2006 y su identidad fue
confirmada por un especialista (M. Gomez-Sanchez, UAQ). El material vegetal se secé al abrigo
de la luz a temperatura ambiente y posteriormente se pulverizd en una licuadora. Los extractos
crudos se obtuvieron por decoccion de 50 g del material vegetal en 1 L de agua bidestilada
estéril en un condensador de reflujo por 2 h. Los extractos obtenidos enfriados a temperatura
ambiente se centrifugaron a 11,000 g por 30 min. Los sobrenadantes se filtraron a través de
membranas con poros de 0.45 um (Millipore Co.) y posteriormente se liofilizaron (Freezone 4.5,
Labconco). Los extractos liofilizados se almacenaron a temperatura ambiente, protegidos de la

luz hasta su uso en los cultivos celulares.

2.2 Estimacion del contenido de fenoles, alcaloides y flavonoides en los extractos vegetales

Los extractos liofilizados se analizaron para determinar el contenido de fenoles totales mediante
el ensayo de Folin-Ciocalteu (McDonald y cols., 2001), empleando una curva de calibracidon con
acido galico (0-250 mg/l) en agua: metanol (1:1, v/v). Se mezclaron 0.25 mL de acido galico o de
los extractos (0.1 mg/mL) con 2.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10, diluido en agua

destilada) y se adicionaron 2 mL de Na,CO3 1 M. Las mezclas se incubaron por 2 h a temperatura
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ambiente. El contenido de fenoles totales se estimé determinando la absorbencia a 765 nm en
un espectrofotometro Jenway 6405 uv/vis. Los valores se expresan como equivalentes de acido

gélico (EAG) g/kg del extracto vegetal.

El método de Dowd (Arvouet-Grand y cols., 1994) se utilizé para determinar los flavonoides
totales presentes en los extractos. Se mezclaron 2.5 mL de AICl3 al 2% en metanol con 2.5 mL de
los extractos (0.1 mg/mL) y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. El contenido de
flavonoides totales se estimdé mediante espectrofotometria a 415 nm utilizando una curva
estandar de quercetina (0-250 mg/l). El contenido de flavonoides se expresa como equivalentes

de quercetina (EQ) g/kg del extracto vegetal.

El contenido de alcaloides presentes en los extractos se estimd por el método de Shamsa y
colaboradores (2008), empleando una curva de calibracién con atropina (0-120 mg/l). Se
mezclaron 2.5 mL de una soluciéon amortiguadora de fosfatos (fosfato de sodio 0.2 M ajustado a
pH 4.7 con acido citrico 0.2 M) con 0.1-0.6 mL de atropina (0.1 mg/mL) 6 0.5 mL de los extractos
(0.1 mg/mL en agua) con 2.5 mL de verde de bromocresol y 5 mL de cloroformo en un embudo
de separacién. Después de agitar se recuperé la fase cloroférmica y el contenido de alcaloides
se determiné por espectrofotometria a 470 nm. El contenido de alcaloides se expresa como

equivalentes de atropina (EA) g/kg del extracto vegetal.
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2.3 Determinacion de las concentraciones inocuas de los extractos vegetales para células

adiposas

Preadipocitos 3T3-F442A (1 x 10* células/pozo) se inocularon en placas de 24 pozos (Corning
Glass Works; Corning, NY) con medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO BRL,
Grand Island, NY) adicionado con 7% (v/v) de suero de ternera (Hyclone; Logan, UT) (Medio
basal; MB). Después de 2 dias los cultivos se realimentaron con MB adicionado con diferentes
concentraciones de los extractos liofilizados. La densidad celular se registré durante varios dias
de cultivo mediante recuentos celulares en hematimetro. Todos los cultivos en DMEM se
mantuvieron a 37°C en una atmdsfera humeda con 5% de CO, y cambios de medio cada tercer
dia. Las concentraciones que disminuyeron mas del 20% de la densidad celular se consideraron

como toxicas.

2.4 Efecto de EAIs, EAPah y EAPaf en la adipogénesis de 3T3-F442A

Cultivos preconfluentes de células 3T3-F442A se indujeron a diferenciacion con medio
adipogénico [MA; DMEM adicionado con 10% (v/v) de suero fetal de bovino (SFB, GIBCO, BRL), 5
pug/mL insulina y 1 mM d-biotina (Sigma-Aldrich)] adicionado con diferentes concentraciones de
los extractos vegetales. Para explorar los efectos proadipogénicos de los extractos, cultivos
paralelos se alimentaron con medio no adipogénico [MNA; DMEM adicionado con 4% (v/v) de
suero de gato adulto, 5 pg/mL insulina y 1 mM d-biotina] (Kuri-Harcuch y Green, 1978)
adicionado con diferentes concentraciones de los extractos. En experimentos adicionales se

estimd la actividad tipo insulina de los extractos vegetales en los que preadipocitos 3T3-F442A
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se indujeron a diferenciacion con MA carente de insulina (MAI') adicionado con diferentes
concentraciones de los extractos vegetales. En estos ensayos la acumulacién lipidica se estimé
al cabo de siete dias mediante la tincidon de lipidos intracelulares con rojo oleoso O (Sigma-

Aldrich) (Ramirez-Zacarias y cols., 1992).

2.5 Efecto de EAIs, EAPah y EAPaf en la adipogénesis de 3T3-L1

Cultivos confluentes de células 3T3-L1 se alimentaron con medio de inducciéon (MIl; DMEM
adicionado con 10% (v/v) de SFB, 250 nM dexametasona, 0.5 mM 3-isobutil-1-metilxantina y 1
ug/mL insulina) adicionado con 50 pg/mL de los extractos vegetales. Después de 48 h los
cultivos se alimentaron con medio de mantenimiento (MM; DMEM adicionado con 7% (v/v) de
suero de ternera, 5 pg/mL insulina y 1 mM d-biotina) adicionado con 50 pug/mL de los extractos
vegetales. Para explorar el efecto adipogénico de los extractos, cultivos paralelos se alimentaron
con MB adicionado con 50 pug/mL de cada extracto. La acumulacidn lipidica se estimé al cabo de
quince dias en MM mediante la tincidn de lipidos intracelulares con rojo oleoso O (Ramirez-

Zacarias y cols., 1992).

2.6 Efecto de EAIs, EAPah y EAPaf en la adipogénesis de preadipocitos humanos

Cultivos preconfluentes de preadipocitos subcutdaneos humanos se indujeron a diferenciacién
con medio adipogénico humano (MAh; L15 (GIBCO, BRL) adicionado con 5% (v/v) de suero fetal

de bovino, 100 nM insulina, 100 nM dexametasona, 0.2 nM tri-yodotironina, 1 mM
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rosiglitazona) (Herrera-Herrera y cols., 2009) adicionado con 50 pg/mL de los extractos
vegetales. Para explorar el efecto adipogénicos de los extractos, cultivos paralelos se
alimentaron con medio basal humano (MBh; L15 adicionado con 5% (v/v) de suero fetal de
bovino) adicionado con 50 pg/mL de los extractos. La acumulacién lipidica se estimé al cabo de
treinta dias mediante la tincién de lipidos intracelulares con rojo oleoso O (Ramirez-Zacarias y
cols., 1992). Los experimentos realizados en medio L15 se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera

convencional humeda con cambios de medio cada tercer dia.

2.7 Incorporacion de 2-NBDG por adipocitos 3T3 y humanos

Preadipocitos 3T3 o humanos se inocularon en placas de 96 pozos para fluorescencia (Costar) y
se diferenciaron como se describié anteriormente. Los cultivos terminalmente diferenciados se
incubaron con PBS a 37°C en ausencia de glucosa durante 2 h. Posteriormente se incubaron por
60 min en PBS con 80 uM del analogo fluorescente de la D-glucosa 2-NBD [2-N-7(nitrobencen-2-
oxa-1,3-diazol-4-il) amino-2-desoxi-D-glucosa] (Invitrogen) (Alonso-Castro y Salazar-Olivo, 2008)
y concentraciones no toxicas de los extractos vegetales. Como controles se utilizaron insulina
100 nM o 10 uM del hipoglucemiante oral rosiglitazona (RGZ). Después de la incubacion, las
monocapas se lavaron con PBS para eliminar el analogo libre y la fluorescencia retenida en las
células se midié en un lector para fluorescencia Tecan-GENios (Tecan), a una longitud de onda
de excitacion de 460 nm y de emisién a 540 nm, utilizando el programa Magellan 4.0. En

experimentos paralelos los adipocitos maduros fueron previamente incubados por 5 dias
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adicionales con 10 ng/mL TNF-a para inducir la resistencia a insulina (Hotamisligil y cols., 1994) y

posteriormente utilizados para experimentos de incorporacién de 2-NBDG.

2.8 Efecto de inhibidores de la via de sefializacion de la insulina sobre la incorporacion de

glucosa

La incorporacién de glucosa en cultivos tratados con EAls, EAPah y EAPaf se evalud también en
presencia de inhibidores de la via de sefializacion de la insulina. Adipocitos maduros 3T3 y
humanos se incubaron con PBS a 37°C en ausencia de glucosa durante 2 h. Posteriormente, los
cultivos se trataron individualmente con los inhibidores adicionados al PBS durante 1 h.
HNMPA-(AM)3 200 uM se utilizd para inhibir el receptor de insulina (Saperstein y cols., 1989),
wortmanina (WORT) 200 nM para inhibir la fosfatidilinositol-3 cinasa (P13-K) (Tomiyama y cols.,
1995), Akt-1-1/2 420 nM para inhibir Akt (Zhao y cols., 2005), e indinavir (IND) para el
transportador de glucosa 4 (GLUT4) (Murata y cols., 2000). Después de la incubacién se llevé a
cabo el ensayo de incorporaciéon de 2-NBDG como se describié anteriormente en presencia de
50 pyg/mL de EAls, EAPah y EAPaf y del inhibidor correspondiente. Cultivos control fueron

tratados con insulina 100 nM o rosiglitazona 10 uM en presencia y ausencia de los inhibidores.

2.9 Evaluacion del efecto antidiabético de muestras comerciales de I. sonorae

Siete muestras basadas en I. sonorae se obtuvieron en el comercio local. De ellas se obtuvieron

extractos acuosos mediante la ebullicién de 10 g de muestra en 200 mL de agua bidestilada
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estéril y posteriormente se procesaron como se indica en la seccidon 2.1. El efecto de los
extractos en la adipogénesis se evalué en cultivos de preadipocitos 3T3-F442A a
concentraciones de 1 a 50 pug/mL (ver seccién 2.4). En experimentos paralelos se evaluaron los
efectos de los extractos sobre la incorporacion de 2-NBDG por adipocitos 3T3-F442A a las

mismas concentraciones (ver seccion 2.7).

2.10 Analisis estadistico

Los datos experimentales se expresan como la media + desviacion estandar de al menos dos
experimentos realizados por triplicado y se analizaron mediante la prueba de ANOVA de una
via. El nivel de P < 0.05 se utilizé6 como un criterio de significancia estadistica. Los datos se

analizaron con el programa estadistico JMP 5.1 (SAS Institute, Cary, NC).
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IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencion de los extractos acuosos de raiz de I. sonorae (EAls) y de hojas (EAPah) y flores

(EAPaf) de P. aculeata

Los extractos liofilizados rindieron 4.18 g de EAls, 1.2 g de EAPah y 8.27 g de EAPaf con
proporciones de extracto obtenido con respecto a la preparacion de la planta de 1:11.96, 1:41.6
y 1:6.1, respectivamente. La caracterizacion quimica de EAls resultd en 1.38 + 0.07 EAG g/kg de
compuestos fendlicos, 4.81 + 0.04 EA g/kg de flavonoides y no se detectd presencia de
alcaloides. Para EAPah y EAPaf se obtuvieron 9.43 + 0.12 y 3.16 + 0.11 EAG g/kg de compuestos
fendlicos, 7.45 + 0.01 y 5.74 + 0.04 EA g/kg de flavonoides y 9.36 + 4.4 y 35.16 + 4.5 EQ g/kg de
alcaloides, respectivamente. Algunos de estos compuestos como alcaloides, flavonoides,
terpenos y fenoles se han reportado como los principales componentes activos de diversas
plantas antidiabéticas (Jung y cols., 2006). Los extractos acuosos de I. sonorae y P. aculeata
evaluados en el presente trabajo también contienen fenoles y flavonoides, ademas esta ultima
contiene alcaloides, los cuales pudieran ser los responsables de las actividades antidiabéticas.
Estudios fitoquimicos se han realizado en otras plantas antidiabéticas. Aloe ferox es
comunmente utilizada en Sudafrica para el tratamiento de la DM-2 y su composicidon quimica
resulté en 0.792 EAG g/kg de polifenoles y 0.05 EA de flavonoides (Loots y cols., 2007). Por otra
parte, Equisetum arvense L, utilizado por la medicina tradicional de Medio Oriente para el
tratamiento de la DM-2, revelé un contenido de 2.5 EA g/kg de alcaloides (Shamsa y cols.,
2008). En nuestro estudio, EAlIs mostrd 1.7 veces la concentracion de fenoles y 96 veces la

concentracion de flavonoides presentes en Aloe ferox. Por otra parte EAPah y EAPaf mostraron

27



12 y 4 veces la concentracién de fenoles y 149 y 115 veces la de flavonoides con respecto a Aloe
ferox, asi como 3.7 y 14 veces la concentracién de alcaloides presentes en Equisetum arvense,
respectivamente. Las altas concentraciones de flavonoides en I. sonorae y fenoles en P. aculeata
podrian explicar la alta capacidad de estas plantas para estimular la incorporacion de 2-NBDG

en adipocitos sensibles y resistentes a insulina como se muestra en resultados posteriores.

3.2 Determinacidn de concentraciones inocuas de los extractos vegetales para las células 3T3-

F442A

Para determinar las concentraciones inocuas de EAIs, EAPah y EAPaf aplicables a los bioensayos
se evaluaron los efectos de dichos extractos sobre la proliferacién de los preadipocitos 3T3-
F442A. Los extractos se adicionaron al MB a concentraciones entre 1 y 100 pg/mL. En los tres
extractos solo las concentraciones de 70 y 100 pg/mL disminuyeron de manera considerable la
densidad celular con respecto al control en MB (Fig. 2). A dichas concentraciones EAls
disminuyd la densidad celular final en 30% y 37% respectivamente (Fig. 2A), EAPah en 44% vy
47% (Fig. 2B), mientras que EAPaf disminuyd la densidad celular en 38% y 41% (Fig. 2C). Puesto
que concentraciones de 1 a 50 ug/mL de los tres extractos no disminuyeron de manera
significativa la densidad celular al cabo de 6 dias en tratamiento, los efectos metabdlicos de

estas preparaciones se evaluaron en este intervalo de concentraciones.
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3.3 Efecto de EAls, EAPah y EAPaf sobre la adipogénesis murida y humana

Debido a que algunos hipoglucemiantes orales estimulan el desarrollo del tejido adiposo, lo que
induce a obesidad (de Souza y cols., 2001), nosotros determinamos el efecto de EAIs, EAPah y
EAPaf sobre la adipogénesis de preadipocitos muridos y humanos. Evaluados en condiciones
adipogénicas, EAls y EAPah incrementaron significativamente la acumulacién lipidica de las
células 3T3-F442A de manera concentracion-dependiente. A 50 pg/mL EAIls y EAPah estimularon
la adipogénesis en 379% y 258%, respectivamente, respecto al control de MA (Fig. 3A y B). Por
otro lado, EAPaf adicionado al MA sélo afectd la acumulacién lipidica de los preadipocitos 3T3-

F442A evaluado a 50 pg/mL en 124% (Fig. 3C).

Los resultados obtenidos con EAls y EAPah sugieren que estos extractos poseen potentes
efectos adipogénicos sobre las células 3T3-F442A, contrario a lo obtenido con EAPaf, que sdlo
afecté la adipogénesis a la mayor concentracién evaluada en este tipo celular. Por ello,
evaluamos la capacidad adipogénica de EAls y EAPah en condiciones adipogénicas y no
adipogénicas sobre tres tipos celulares, 3T3-F442A, 3T3-L1 y preadipocitos humanos. EAIls 50
pg/mL estimuld la acumulacion lipidica de los preadipocitos 3T3-F442A en 379% adicionado al
medio adipogénico y en 64% ensayado en condiciones no adipogénicas. EAIs, sin embargo, no
afecté la adipogénesis de los preadipocitos 3T3-L1 y humanos en ambas condiciones (Fig. 4A).
Por su parte, EAPah evaluado en condiciones adipogénicas incrementé la acumulacion lipidica
de preadipocitos 3T3-F442A y 3T3-L1 en 258% y 169%, respectivamente, mientras que redujo la
acumulacién lipidica en los preadipocitos humanos en 57% (Fig. 4B). En condiciones no
adipogénicas, EAPah solamente incrementd la adipogénesis de los preadipocitos 3T3-F442A en

52%, y no tuvo efectos proadipogénicos significativos sobre los preadipocitos 3T3-L1 y humanos
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(Fig. 4B). Estos resultados indican que los extractos por si mismos tienen efectos

proadipogénicos sélo en los preadipocitos 3T3-F442A, pero no en los otros dos tipos celulares.

La insulina afecta la diferenciacion y el metabolismo de los adipocitos 3T3 induciendo la
amplificacién clonal transitoria de los adipocitos recién comprometidos y estimulando Ia
incorporacion de glucosa en los adipocitos maduros. Para determinar si EAls, EAPah y EAPaf
poseen actividades tipo insulina evaluamos el efecto de estos extractos sobre la acumulaciéon de
triglicéridos inducida por MA carente de insulina (MAI') en preadipocitos 3T3-F442A. En dichas
condiciones EAls, EAPah y EAPaf a 50 pug/mL incrementaron la adipogénesis en 41%, 151% vy
47%, respectivamente, en comparacion al control de MAI (Fig. 5). Estos resultados sugieren que
EAls, EAPah y EAPaf poseen actividades insulino-miméticas que modulan en diverso grado la
adipogénesis de las células 3T3. La presencia de compuestos insulino-miméticos se ha
reconocido previamente en otras plantas reputadas como antidiabéticas. Resultados obtenidos
con Guazuma ulmifolia (Alonso-Castro y Salazar-Olivo, 2008) y con Cecropia obtusifolia y su
compuesto activo, acido clorogénico (Alonso-Castro y cols., 2008) indicaron que preparaciones
de estas plantas presentan actividades tipo insulina que favorecen la adipogénesis de las células

3T3.

3.4 EAls, EAPah y EAPaf estimulan la incorporacion de 2-NBDG en adipocitos 3T3 y humanos

sensibles y resistentes a insulina

Los agentes hipoglucemiantes pueden ejercer sus efectos a través de tres mecanismos

principales: disminuyendo la absorcién intestinal de glucosa, estimulando la secrecion de
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insulina por las células beta pancreaticas y favoreciendo la incorporacién de glucosa en los
tejidos blanco de la insulina como el musculo, el higado o el tejido adiposo. El tercer mecanismo
es el mas prometedor para el tratamiento de la DM-2 debido a que disminuye la concentracién

de glucosa en la sangre permitiendo el metabolismo y uso de los azlcares por los tejidos.

Aunque existen algunos reportes sobre las propiedades antidiabéticas de I. sonorae y P.
aculeata (Alarcén-Aguilar y cols., 2002; Alarcén-Aguilar y cols., 2005; Leite y cols., 2007) y sobre
la composicidn quimica de estas plantas (Herndndez-Galicia y cols., 2007; Besson y cols., 1980),
los compuestos responsables de su actividad hipoglucemiante y sus mecanismos de accidn se
desconocen. Para determinar si EAIs, EAPah y EAPaf estimulan la incorporacidn de glucosa en
adipocitos, evaluamos sus efectos sobre la captacién de 2-NBDG en adipocitos 3T3 y humanos.
Los tres extractos promovieron la incorporacion de 2-NBDG por los adipocitos 3T3-F442A, 3T3-
L1 y humanos, en funcién de la concentracién y con distinta potencia, comparados con el
control de insulina. EAIs 50 pg/mL estimuld la incorporacion del analogo de la glucosa en 100%,
64% y 33% en adipocitos 3T3-F442A, 3T3-L1 y humanos, respectivamente (Fig. 6A). EAPah 50
pug/mL estimuld la incorporacién de 2-NBDG en 261%, 98% y 109% en adipocitos 3T3-F442A,
3T3-L1 y humanos (Fig. 6B), mientras que EAPaf a la concentracion mencionada, promovié la
incorporacion del analogo en 191%, 117% y 98%, respectivamente, en cada tipo de adipocito
(Fig. 6C). Estos resultados muestran que EAls, EAPah y EAPaf ejercen sus efectos antidiabéticos
por medio de actividades que mimetizan la accidén de la insulina en la incorporacién de glucosa

por adipocitos.

Para tener una vision mads detallada del potencial antidiabético de nuestros extractos

analizamos su efecto sobre adipocitos 3T3-F442A, 3T3-L1 y humanos resistentes a insulina por
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tratamiento con TNF-a (Hotamisligil y cols., 1994). Estas células representan de un mejor
modelo de estudio para evaluar las actividades aplicables al tratamiento de la DM-2. En ensayos
de incorporacién de 2-NBDG los adipocitos 3T3 y humanos tratados previamente con TNF-a no
fueron capaces de incorporar el analogo en respuesta a insulina (Fig. 7). EAls, EAPah y EAPaf
fueron capaces de revertir la resistencia a insulina mediada por TNF-a en estos adipocitos en los
gue indujeron la incorporacion de 2-NBDG a niveles similares alcanzados en adipocitos
normales en respuesta a insulina. A 50 ug/mL, EAls estimuld la incorporacion del andlogo en
117%, 84% y 48% en adipocitos 3T3-F442A, 3T3-L1 y humanos resistentes a insulina,
respectivamente (Fig. 7A). EAPah indujo la incorporacién de 2-NBDG en 71% y 49% en
adipocitos 3T3-F442A y 3T3-L1 resistentes a insulina, mientras que en adipocitos humanos
resistentes a la hormona no fue capaz de inducir la incorporacidn del analogo a ninguna de las
concentraciones ensayadas (Fig. 7B). EAPaf estimuld la incorporacion del andlogo de la glucosa
en 69%, 154% y 66% en adipocitos 3T3-F442A, 3T3-L1 y humanos resistentes a insulina,

respectivamente (Fig. 7C).

Los resultados muestran que EAls, y EAPaf son capaces de inducir la incorporacion de glucosa
incluso en adipocitos 3T3 y humanos resistentes a insulina mientras que EAPah solamente en
adipocitos 3T3 insulino-resistentes pero no en adipocitos humanos resistentes a la hormona. La
capacidad de los extractos de inducir la incorporacién de glucosa por adipocitos resistentes a
insulina nos muestran el alto potencial antidiabético de estas plantas, ya sea que utilicen una via
de seializacién distinta a la de la hormona o bien que sean capaces de revertir la resistencia a
insulina inducida por TNF-a. Extractos de otras plantas como Amomum xanthioides (Kang y Kim,

2004) y Momordica charantia (Roffey y cols., 2007) estimulan la incorporaciéon de glucosa en
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adipocitos 3T3-L1. Sin embargo, estos trabajos solo evaluaron los efectos sobre adipocitos
normales y no sobre modelos de adipocitos resistentes a insulina, por lo que brindan
informacién parcial sobre el verdadero potencial antidiabético que poseen las preparaciones
estudiadas. Por el contrario, trabajos realizados en nuestro laboratorio mostraron que plantas
usadas en la medicina tradicional mexicana, tales como Guazuma ulmifolia, Cecropia obtusifolia
y su compuesto activo acido clorogénico ejercen sus efectos antidiabéticos estimulando la
incorporacion de glucosa en adipocitos sensibles y resistentes a insulina (Alonso-Castro y
Salazar-Olivo, 2008; Alonso-Castro y cols., 2008). Los resultados del presente trabajo muestran
gue compuestos con tal potencialidad antidiabética estan presentes también en I. sonorae y P.

aculeata.

3.5 EAIs estimula la incorporacion de glucosa a través de una via de senalizacidn parcialmente

diferente a la de la insulina en adipocitos humanos

El mecanismo por el cual la glucosa es incorporada por las célula involucra diversas moléculas
gue regulan la translocacién del transportador de glucosa sensible a insulina GLUT4 (Thong y
cols., 2005). Ya que establecimos que los extractos son capaces de estimular la captacién de
glucosa en adipocitos sensibles y resistentes a insulina evaluamos si afectan la via de
sefializacion de insulina para estimular la incorporacién de 2-NBDG. Utilizando inhibidores para
diversos elementos de la via de sefializacién de insulina evaluamos el mecanismo de accién de
EAls, EAPah y EAPaf en adipocitos muridos y humanos. La incorporacién mediada por EAPah y

EAPaf en los tres tipos de adipocitos 3T3-F442A, 3T3-L1 y humanos fue reprimida por los

33



inhibidores para el receptor de la insulina (RI), PI-3K, Akt y GLUT4 en un grado similar al
obtenido con la insulina en presencia de los inhibidores (Fig. 8). Estos resultados muestran que
la incorporacién de glucosa en adipocitos estimulada por EAPah y EAPaf es dependiente de los
elementos de la via de sefializacién de insulina y sugieren que los efectos hipoglucemiantes de

P. aculeata estan mediados por esta via de sefializacién.

La incorporacién de 2-NBDG mediada por EAIs en adipocitos 3T3-F442A y 3T3-L1 fue asimismo
reprimida por todos los inhibidores. Sin embargo, la incorporacién del andlogo en adipocitos
humanos no fue bloqueada por wortmanina, un inhibidor de PI-3K (Fig. 8). Estos resultados
sugieren que EAls utiliza una via parcialmente diferente a la de la insulina para la induccién de la

incorporacion de glucosa por el tejido adiposo humano.

Se ha mostrado que algunas plantas antidiabéticas y sus compuestos activos favorecen la
incorporacion de glucosa en adipocitos a través de la via de seializacién de la insulina
induciendo la fosforilacion de los elementos de esta via. Las semillas de Trigonella foenum-
graecum L. estimulan la incorporacién de glucosa en adipocitos 3T3-L1 y células hepaticas
HepG2 a través de la via de sefializacion de insulina e inducen la fosforilacion de R, PI-3K 'y PKC
en un grado similar al de la insulina (Vijayakumar y cols., 2005). De la misma manera el acido
tanico, aislado de Lagerstroemia speciosa, estimula la incorporacién de glucosa en adipocitos
3T3-L1 a través de la via de sefializacion de insulina y favorece la fosforilacion del RI, PI-3K y Akt
(Liu y cols., 2005). Asimismo, EAPah y EAPaf inducen la incorporacién de glucosa en las células
adiposas muridas y humanas utilizando la via de sefializacién de insulina. Sin embargo, EAIs
utiliza una via de sefalizacién parcialmente diferente a la de la insulina para inducir la

incorporacion glucosa en adipocitos humanos. Experimentos futuros en nuestro laboratorio
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podrian identificar de la via de sefalizacidn por la cual EAls actla; esto permitird el enfoque a
nuevos blancos terapéuticos y el desarrollo de fadrmacos con actividad dirigida a vias de

sefalizacion alternativas a la de la insulina.

En resumen, nuestros resultados muestran que EAls, EAPah y EAPaf inducen la incorporacién de
glucosa en adipocitos de ratén y humano, sensibles y resistentes a insulina, excepto por EAPah
gue no es capaz de inducir la incorporacidn de glucosa por adipocitos humanos resistentes a
insulina. Nuestros resultados muestran también que EAPah y EAPaf inducen la incorporacién de
glucosa a través de la via de sefializacién de la insulina mientras que EAls utiliza una via
parcialmente diferente en adipocitos humanos subcutdneos normales. Los efectos que
muestran los extractos sugieren que tanto . sonorae como P. aculeata son fuentes promisorias

de compuestos de utilidad para el desarrollo de nuevos farmacos para tratar la DM-2.

3.6 Las preparaciones comerciales de I. sonorae tienen un marcado efecto anti-adipogénico y

un modesto efecto estimulador de la incorporacion de glucosa

La popularizacién de terapias alternativas para el tratamiento de la DM (Pagan y Tanguma,
2007), ha resultado en la aparicion de numerosas presentaciones comerciales basadas en
plantas reputadas como antidiabéticas, aunque su eficacia terapéutica no haya sido validada.
Nosotros analizamos los efectos de siete preparaciones comerciales de /. sonorae sobre la
incorporacion de 2-NBDG y la adipogénesis de células 3T3-F442A. Cinco muestras consistieron

en preparaciones puras de I. sonorae (EMI 1-5) mientras que las dos restantes fueron mezclas

35



de I. sonorae con Tecoma stans (EMI 6 y 7). Los extractos de las muestras comerciales se

evaluaron a las concentraciones empleadas para EAIs (1-50 pg/mL).

En contraste con los resultados obtenidos con nuestro extracto (EAls), seis de las preparaciones
comerciales analizadas exhibieron un marcado efecto anti-adipogénico sobre las células 3T3-
F442A y solo un modesto efecto estimulatorio de la incorporacion de glucosa. Evaluadas a 50
ug/mL, las muestras comerciales de . sonorae bloquearon la acumulacion lipidica de los
preadipocitos 3T3-F442A en 68%, 49%, 58%, 23%, 42%, 71% y 54% (EMI 1-7, respectivamente).
Por otra parte, las muestras estimularon la incorporacién de 2-NBDG por adipocitos 3T3-F442A
en 44%, 16%, 30%, 35%, 2.3%, 10% y 107% (EMI 1-7, respectivamente). Solo EMI4 no afectd de
manera significativa la adipogénesis de estas células, mientras que EMI7 fue la Unica
preparacién que indujo niveles de incorporacidon de 2-NBDG similares (P 2 0.05) a los inducidos
por insulina o por EAls. Sin embargo, el efecto de esta muestra sobre la captacién de 2-NBDG no
puede atribuirse solamente a /. sonorae puesto que esta preparacidén contuvo también Tecoma
stans. Esta es otra planta antidiabética presente en la mezcla de la preparacidon comercial.
Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que un extracto acuoso de Tecoma stans
estimula la incorporacién de glucosa en adipocitos muridos y humanos sensibles y resistentes a
insulina (Alonso-Castro y cols., enviado a publicacidn). La actividad de T. stans en conjunto con
la de I. sonorae podrian explicar los niveles significativos de incorporacién del analogo de
glucosa que induce la muestra EMI7 en comparacion con las otras muestras. Por otra parte, dos
preparaciones (EMI3 y EMI6) parecen tener efectos citotdxicos a concentraciones que en

nuestro extracto fueron inocuas.
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IV. CONCLUSIONES

Ibervillea sonorae y Parkinsonia aculeata ejercen sus efectos antidiabéticos estimulando la
incorporacion de glucosa por el tejido adiposo. Ademas EAls y EAPaf son capaces de inducir

la incorporacion de glucosa en adipocitos muridos y humanos resistentes a insulina.

. Los extractos de hojas (EAPah) y flores (EAPaf) de P. aculeata favorecen la incorporacion de
glucosa en adipocitos muridos y humanos empleando la via de sefializacién de la insulina,
mientras que el extracto de /. sonorae (EAIs) utiliza una via parcialmente diferente en

adipocitos humanos.

Esto podria afectar nuevos blancos y llevar al desarrollo de farmacos con actividad dirigida a

elementos de la via de sefializacion de insulina o de vias alternativas.

Los tres extractos carecen de efectos adipogénicos en preadipocitos humanos y solamente
EAls y EAPah poseen efectos adipogénicos en preadipocitos 3T3-F442A de ratén. La
carencia de efectos inductores del tejido adiposo humano es una caracteristica altamente

deseable para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para la DM-2.

La alta capacidad de los extractos de estimular la incorporacién de glucosa, aunado a su
carencia de efectos adipogénicos en células humanas sugieren que /. sonorae y P. aculeata

son fuentes promisorias de compuestos antidiabéticos para el tratamiento de la DM-2.

Seis de siete preparaciones comerciales de /. sonorae tuvieron un leve efecto estimulatorio de
la incorporacién de glucosa lo que sugiere la necesidad de evaluar la eficacia de los productos

naturales de venta en el mercado.
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VI. PIES DE LAS FIGURAS

Figura 1. Efectos de la insulina sobre preadipocitos 3T3-F442A. Las células 3T3 inician su
diferenciaciéon adiposa terminal cuando devienen quiescentes en presencia de sefiales
adipogénicas de origen sérico. Entonces cambian su forma fibroblastica, con largos procesos
citoplasmaticos, a células redondeadas, mas grandes y con acumulacion de triglicéridos en el
citoplasma. Las células 3T3-F442A responden a la insulina de dos diferentes maneras: mediante
la amplificacién clonal de los adipocitos recién comprometidos (A), e incrementando la
captacion de glucosa mediante la translocacién del transportador de glucosa (GLUT4) a la

membrana plasmatica de adipocitos maduros (B).

Figura 2. Efecto de EAIls, EAPah y EAPaf sobre la proliferacion de preadipocitos 3T3-F442A.
Preadipocitos 3T3-F442A se inocularon en placas de 24 pozos (1 x 10* células/pozo) con DMEM
suplementado con 7% de suero de ternera (medio basal; MB). Después de dos dias, los cultivos
se alimentaron con MB adicionado con diferentes concentraciones de EAls, EAPah y EAPaf. La
densidad celular se determind en los dias sefialados mediante recuentos celulares con
hematimetro. La figura representa el valor promedio + desviacion estdandar (DE) de dos

experimentos independientes realizados en tratamientos por triplicado.
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Figura 3. Efecto de EAIls, EAPah y EAPaf en la adipogénesis de 3T3-F442A. La diferenciacion
adiposa de preadipocitos 3T3-F442A se indujo con medio adipogénico (MA) adicionado con
diferentes concentraciones de EAls, EAPah y EAPaf. Los cultivos control se mantuvieron en MA o
medio no adipogénico (MNA). Después de 7 dias los cultivos se fijaron y se tifieron con rojo
oleoso O para cuantificar la acumulacion lipidica (Ramirez-Zacarias y cols., 1992). Los resultados
representan el promedio * DE de tres experimentos independientes realizados en tratamientos
por triplicado. Las letras minusculas indican diferencia significativa (P < 0.05) de acuerdo a la

prueba de ANOVA de una via.

Figura 4. Efecto adipogénico de EAIls y EAPah sobre preadipocitos muridos y humanos
subcutaneos normales. Cultivos de preadipocitos 3T3-F442A, 3T3-L1 y humanos se mantuvieron
en condiciones adipogénicas (medio adipogénico, MA) y no adipogénicas (medio no
adipogénico, MNA; o medio basal, MB) en presencia de 50 ug/mL de EAIs y EAPah. Cultivos
control recibieron medio MA, MNA o MB. Los cultivos se fijaron después de 7 dias (3T3-F442A),
15 dias (3T3-L1) o 30 dias (humanos) y se tifieron con rojo oleoso O para cuantificar la
acumulacién lipidica (Ramirez-Zacarias y cols., 1992). Los resultados representan el promedio *
DE de tres experimentos independientes realizados en tratamientos por triplicado. Las letras
minusculas indican diferencia significativa (P < 0.05) de acuerdo a la prueba de ANOVA de una

via.
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Figura 5. Evaluacion de los efectos insulino-miméticos de EAls, EAPah y EAPaf en la
adipogénesis de 3T3-F442A. La diferenciacion adiposa de preadipocitos 3T3-F442A se indujo
con medio adipogénico carente de insulina (MAI-) adicionado con diferentes concentraciones
de EAIs, EAPah y EAPaf. Cultivos control recibieron MA o medio no adipogénico (MNA). Después
de 7 dias los cultivos se fijaron y se tifieron con rojo oleoso O para cuantificar la acumulacién
lipidica (Ramirez-Zacarias y cols., 1992). Los resultados representan el promedio + DE de tres
experimentos independientes realizados en tratamientos por triplicado. Las letras minusculas

indican diferencia significativa (P < 0.05) de acuerdo a la prueba de ANOVA de una via.

Figura 6. Efecto de EAls, EAPah y EAPaf sobre la incorporaciéon de 2-NBDG por adipocitos 3T3 y
humanos. Adipocitos 3T3-F442A, 3T3-L1 y humanos subcutaneos normales se incubaron con
PBS/ASB conteniendo 2-NBDG 80 uM y concentraciones no toxicas de EAIs, EAPah y EAPaf
durante 60 min. Cultivos control recibieron insulina (INS) o rosiglitazona (RGZ) a las
concentraciones sefaladas. Después de la incubacion, el 2-NBDG libre se lavo de los cultivos y la
fluorescencia retenida en las monocapas celulares se midié en un fluorémetro. Los resultados
representan el promedio + DE de tres experimentos independientes realizados en tratamientos
por triplicado. Las letras minusculas indican diferencia significativa (P < 0.05) de acuerdo a la

prueba de ANOVA de una via.
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Figura 7. Efecto de EAls, EAPah y EAPaf sobre la incorporaciéon de 2-NBDG por adipocitos 3T3 y
humanos insulino-resistentes. Adipocitos 3T3 y humanos terminalmente diferenciados se
incubaron con 10 ng/mL TNF-a por 5 dias para inducir la resistencia a insulina (Hotamisligil y
cols., 1994). Posteriormente se incubaron con PBS/ASB y 2-NBDG 80 uM y concentraciones no
téxicas de EAls, EAPah y EAPaf durante 60 min. Cultivos control recibieron insulina (INS) o
rosiglitazona (RGZ) a las concentraciones sefialadas. Después de la incubacién, el 2-NBDG libre
se lavd de los cultivos y se midid la fluorescencia retenida en las monocapas celulares. Los
resultados representan el promedio + DE de tres experimentos independientes realizados en
tratamientos por triplicado. Las letras minusculas indican diferencia significativa (P < 0.05) de

acuerdo a la prueba de ANOVA de una via.

Figura 8. Efecto de inhibidores de la via de seiializacion de insulina sobre la incorporaciéon de
2-NBDG por adipocitos tratados con EAls, EAPah y EAPaf. El efecto de EAIls, EAPah y EAPaf
sobre la incorporacién de 2-NBDG por adipocitos 3T3 y humanos terminalmente diferenciados
se evalud en presencia de inhibidores de la via de sefializacién de la insulina: HNMPA-(AM)3
(inhibidor del receptor de insulina), wortmanina (WORT; inhibidor de la fosfatidilinositol 3
cinasa PI13-K), Akt-1-1/2 (AKT INH; inhibidor de la cinasa Akt), e indinavir (IND; inhibidor del
transportador de glucosa 4). Los resultados representan el promedio + DE de tres experimentos
independientes realizados en tratamientos por triplicado. Las letras minudsculas indican

diferencia significativa (P < 0.05) de acuerdo a la prueba de ANOVA de una via.
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Figura 9. Efecto de muestras comerciales de I. sonorae sobre la adipogénesis de 3T3-F442A. La
diferenciacién de preadipocitos 3T3-F442A se indujo con medio adipogénico (MA) adicionado
con diferentes concentraciones de los extractos de las muestras comerciales de /. sonorae (EMI
1-7). Cultivos control recibieron MA o medio no adipogénico (MNA). Después de 7 dias los
cultivos se fijaron y se tifieron con rojo oleoso O para cuantificar la acumulacidn lipidica
(Ramirez-Zacarias y cols., 1992). Los resultados representan el promedio + DE de tres
experimentos independientes realizados en tratamientos por triplicado. Las letras minusculas

indican diferencia significativa (P < 0.05) de acuerdo a la prueba de ANOVA de una via.

Figura 10. Efecto de muestras comerciales de /. sonorae sobre la incorporaciéon de 2-NBDG por
adipocitos 3T3-F442A. Adipocitos 3T3-F442A se incubaron en PBS/ASB con 2-NBDG 80 uM y
concentraciones de 1 a 50 ug/mL de los extractos de siete muestras comerciales de /. sonorae
(EMI 1-7) durante 60 min. Cultivos control recibieron insulina (INS). Después de la incubacioén, el
2-NBDG libre se lavd de los cultivos y se midié la fluorescencia retenida en las monocapas
celulares. Los resultados representan el promedio + DE de tres experimentos independientes
realizados en tratamientos por triplicado. Las letras minusculas indican diferencia significativa (P

< 0.05) de acuerdo a la prueba de ANOVA de una via.
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