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RESUMEN

La diabetes es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia y resistencia
a la insulina. La curcumina, potencial agente antidiabético, regula la expresion génica y
diferentes vias de sefnalizacion. El objetivo es determinar el efecto de la curcumina sobre la
expresion de proliferador peroxisomal gamma (PGC)-1a, proliferador de peroxisomas gamma
(PPARY) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF)-a en corazon de ratéon diabético db/db. Para
ello, se utilizaron tres grupos de ratones (n = 3): silvestres (WT), diabéticos (db/db) y diabé-
ticos tratados con curcumina (db/db+C). La curcumina (0.75%) se administré en la dieta
durante ocho semanas. La expresion de las proteinas se determiné por Western blot. Como
resultado, la curcumina previno la stbita pérdida de peso en los ratones db/db, pero no
tuvo efecto sobre los niveles de glucosa sanguinea. La curcumina incremento la expresion
de PPARy y disminuy6 la expresiéon de TNF-o en los ratones diabéticos, pero no modificé la
expresion de PGC-1a. Se concluye que la curcumina regula la expresion de PPARy, factor
nuclear kappa de los infocitos B (NF-kB), pero no la de PGC-1a.

ABSTRACT

Diabetes is a metabolic disease characterized by hyperglycemia and insulin resistance. Cur-
cumin is a potential antidiabetic agent which regulates gene expression and different signaling
pathways. This study aims to determine the effect of curcumin on PGC-1a, PPARy and TNF-a
expression in heart of db/db diabetic mice. To this end, three groups of mice (n = 3) were used:
WT, db/db and db/db+C. Curcumin (0.75%) was administered in their diet for 8 weeks. Protein
expression was determined by Western blot. Curcumin prevented the sudden weight loss
in db/db mice, but did not show effect on the blood glucose levels. Curcumin increased PPARy
and diminished TNF-y protein in db/db mice, but did not alter the expression of PGC-1a. Cur-
cumin regulates expression of PPARy and TNF-a, but not of PGC-1a.

INTRODUCCION

México ocupa el segundo lugar de mayor prevalencia de obesidad, con 22 mi-
llones de personas (30% de la poblacién adulta) (Barrera-Cruz, Rodriguez-
Gonzalez & Molina-Ayala, 2013). Esto es un factor clave para el desarrollo de
la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Xu et al., 2003). Actualmente, México se sitiia
dentro de los primeros diez paises con mayor prevalencia de DM2. Después de
los 55 anos de edad, uno de cada tres mexicanos es diagnosticado con DM2,
de los cuales 55% son mujeres y 45% son hombres (Folli et al,, 2011). La
DM2 se caracteriza por un estado de hiperglucemia progresiva y resistencia
a la insulina. La hiperglucemia créonica desarrolla graves complicaciones
en diferentes 6rganos y tejidos, entre ellos el corazén (Al-Mukhtar, Fadhil
& Hanna, 2012). La hiperglucemia produce disfunciéon endotelial y activacion
de proteina cinasa C (PKC) con aumento en la sintesis de endotelina, y condu-
ce a la glucosilacion no enzimatica de las proteinas, con efecto danino sobre
el endotelio vascular. Esto da lugar a la angina de pecho, infarto agudo al
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miocardio (IAM), miocardiopatia diabética y claudica-
cion intermitente (Schuster, 2010). El riesgo de un
IAM en pacientes con DM2 es igual al de alguien que
ya ha tenido uno, aunque si se controla la glucemia se
puede reducir el riesgo de muerte, insuficiencia car-
diaca y otras complicaciones de la DM2. La obesidad
y la DM2 estan asociadas con un estadio de inflama-
cion crénica de bajo grado. Existe evidencia de que
la obesidad, la hiperglucemia y la sobreproducciéon de
citocinas pro-inflamatorias como la interleucina 6 (IL-6)
y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) activan el
factor nuclear kappa de los linfocitos B (NF-kB). A su
vez, NF-kB desregula la actividad de otras vias de se-
nalizacién metabédlicas donde participa la Sirtuina 1
(SIRT1) y la proteina cinasa activada por AMP (AMPK),
proteinas reguladoras de ciertas rutas intracelulares,
como la captacion de glucosa en el musculo esquelético
y la oxidacion hepatica de los acidos grasos a través
de la activaciéon del coactivador 1-alfa del proliferador
peroxisomal gamma (PGC-1a) (Oakhill, Scott & Kemp,
2012). El receptor activado por el proliferador de pe-
roxisomas gamma (PPARy) participa en el proceso de
diferenciacion de los adipocitos, regula el metabolismo
de los lipidos y la glucosa en musculo, corazon, tejido
adiposo e higado (Picard & Auwerx, 2002), también
es reconocido como un blanco molecular en el trata-
miento de la DM2 por todos los medicamentos que au-
mentan la sensibilidad a la insulina (Moller, 2001). A
pesar de que es posible el control de la glucosa me-
diante ejercicio y dieta, y que existen farmacos para el
tratamiento de la DM2, esta enfermedad y sus com-
plicaciones siguen siendo un problema grave de sa-
lud en todo el mundo. Por ello, es deseable el uso de
tratamientos alternativos de bajo costo y con menos
efectos secundarios para los pacientes. La curcumi-
na, un componente activo de la Curcuma longa, ha
sido utilizada durante siglos por habitantes de India,
principalmente como un condimento. Sin embargo, se
han descrito varias propiedades farmacologicas debi-
do a que tiene efectos antioxidantes, antiinflamatorios
e hipoglucemiantes (Gupta, Patchva, Koh & Aggarwal,
2012). Diversos estudios en modelos animales y en hu-
manos han reportado sus multiples beneficios al or-
ganismo (Franco-Robles et al.,, 2014; Jiménez-Flores,
Lépez-Briones, Macias-Cervantes, Ramirez-Emiliano
& Pérez-Vazquez, 2014; Zhang, Fu, Gao & Liu, 2013),
pero el mecanismo no esta completamente claro. Se
ha sugerido que la curcumina tiene actividad anti-
inflamatoria a través de la modulacion de una ruta
de sefnalizacion inflamatoria u oxidativa que incluye
al TNF-a y/o las rutas de sefializacién dependientes
de AMPK (Alappat & Awad, 2010). Como la curcumi-
na regula multiples blancos moleculares a través de la
induccién o inhibicion de la expresiéon génica, las vias
de senalizacion o mediante interaccion directa, en este
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trabajo se estudio el efecto de la curcumina sobre la
expresion de PGC-1a, PPARy y TNF-a en el corazon de
ratones diabéticos obesos db/db.

MATERIAL Y METODOS

Modelo animal y tratamiento con curcumina

Los ratones fueron mantenidos en el bioterio de la
Division de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Guanajuato, siguiendo los lineamientos de ética de la
norma (NOM-062-ZO0-1999). Los ratones tuvieron acce-
so a agua potable estéril y alimento adquirido de Har-
lan México (23% proteina, 17% grasa y 60% hidratos
de carbono) ad libitum.

Se utilizaron tres grupos de ratones (n = 3): sil-
vestres (WT), diabéticos (db/db) y db/db tratados con
0.75% de curcumina (Curcuminoids, Advanced nutri-
tion, Gdl, Jal.) en el alimento (WT, db/db y diabéticos
tratados con curcumina [db/db+C], respectivamente)
por ocho semanas.

Determinacion de peso corporal
y glucosa sanguinea

Al inicio y al final del tratamiento los ratones fueron
pesados en una balanza granataria (Scout Ohaus,
Florham Park N. J.), y al momento del sacrificio se mi-
di6 la concentracion de glucosa en sangre con un kit
comercial (Accutrend, GCT, Roche), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

Extraccién de proteina total

Los ratones se sacrificaron por decapitacion y se obtu-
vo el corazon, usando un buffer de lavado (20 mM Tris/
HCl, 10 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7.8). Las proteinas
del corazon se obtuvieron mediante el Sample Grinding
Kit (Amersham Biosciences) y centrifugacion diferen-
cial, como se reporté previamente (Macias-Cervantes et
al., 2014). La proteina se disolvi6 en 300 ul de buffer
de Laemli 2X (Tris-HCI1 0.125M, SDS 4%, glicerol 20%,
mercaptoetanol 10%, pH 6.8). La concentracion de pro-
teina se determiné con un kit comercial (2-D Quant kit,
GE Healthcare Biosciences). Se midi6 la concentracion
de proteina en un espectrofotémetro Multiskan® a una
longitud de onda de 750 nm.

Electroforesis y Western blot

Se cargaron 40 pg de proteina en buffer de Laemli para
obtener un volumen final de 15 pL. Se usaron geles de
poliacrilamida al 12%, y la electroforesis se realizé en
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un sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell, 200V, 40 min.
Para el Western blot se usaron membranas de nitro-
celulosa y el sistema Mini Trans-Blot, 90 V, 1.2 h. Las
membranas fueron incubadas por 3 h a temperatura
ambiente en un buffer de bloqueo (25 mmol/L Tris
(pH 7.6), 154 mmol/L NaCl, 0.1% Tween-20 y 2% le-
che light en polvo). Los anticuerpos primarios (San-
ta Cruz Biotechnology) se incubaron durante toda la
noche a 4 °C, para PGC-1la (1:1000), PPARy (1:1000),
TNF-o (1:500) y tubulina (1:1000). Los anticuerpos
secundarios conjugados a la peroxidasa de rabano pi-
cante (HRP, por sus siglas en inglés) (Santa Cruz Bio-
technology) se incubaron durante 1.5 h en agitacion
constante. La quimiodeteccion se realiz6é en un fotodo-
cumentador XRS+ System (Bio-Rad, CA). Los resulta-
dos se reportan como la relacién proteina/a-tubulina.

Andlisis estadistico

Se utiliz6 una prueba de Kruskal Wallis y una prueba
a post hoc de Tukey para encontrar diferencias entre
los grupos. Los datos se reportan como media + Error
Estandar (EE), para el analisis se usé el software ES-
TATISTICS10. Se consider6 una diferencia significati-
va cuando p<0.05.

RESULTADOS

En la figura 1 se observa que el peso inicial y final de
los ratones WT fue similar (24.2 g£0.8 gy 25.2+£0.6 g,
respectivamente). El peso inicial de los ratones db/db y
db/db+C fue de 46.9 g+4.9 gy 47.9 g+4.3 g, respecti-
vamente. El peso final de los ratones db/db y db/db+C
fue de 34.6 g+7.0 gy 40.8 g+ 6.5 g, respectivamente, y
fue mayor que el de los ratones WT (22.8 g+2.5 g). Los
ratones diabéticos pesaron mas que los ratones sanos al
inicio y al final del tratamiento. En el periodo de tra-
tamiento los ratones db/db perdieron 12.5 g+ 3.0 g,
mientras que los ratones del grupo db/db+C perdieron
7.0 g+ 1.3 g. Esta diferencia en la pérdida de peso corpo-
ral de los ratones no fue significativa estadisticamente.

Los ratones diabéticos db/db y db/db+C presen-
taron mayor concentracion de glucosa sanguinea
(255.43 mg/dL + 33.60 mg/dL y 240.66 mg/dL +
48.11 mg/dL, respectivamente) que los ratones con-
trol WT (181 mg/dL + 9.11 mg/dL, respectivamente),
aunque la diferencia estadistica no fue significativa (p =
0.07) y la curcumina no tuvo efecto (figura 2).

La figura 3 muestra la proporciéon de la expresion
de PGC-1a /tubulina en el corazén de los ratones. No
se observaron diferencias significativas entre los gru-
pos WT (1.0 + 0.067) y los grupos db/db y db/db+C
(1.197 £ 0.148 y 1.036 * 0.230, respectivamente).
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Figura 1. Efecto de la curcumina sobre el peso corporal de los ratones. WT, ra-
tones control; db/db, ratones diabéticos; db/db+C, ratones diabéticos
tratados con curcumina; o, peso inicial; m, peso final. Los datos re-
presentan la media de n=3 + EE. * vs WT (inicial), p <0.001; ** vs WT
(final), p<0.01.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 2. Efecto de la curcumina sobre la concentracién de glucosa sanguinea
de los ratones. Al final de las ocho semanas de tratamiento se midi¢ la
concentracion de glucosa sanguinea en los ratones. Los resultados se
muestran como la media + EE.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3. Efecto de la curcumina sobre la expresion de PGC-1a en corazon de
los ratones. A) Western blot representativo de la expresion de PGC-1a..
B) Andlisis densitométrico de la proporcion de PGC-1av/tubulina. Los
resultados representan la media de n = 3 £ EE. No hubo diferencia
significativa entre grupos.
Fuente: Elaboracion propia.
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La proporciéon de expresion de PPARy/tubulina se
encontr6 incrementada en los grupos de ratones db/db
y db/db+C (1.680 £0.04 y 2.064 +0.14, respectivamen-
te), con respecto al grupo de ratones sanos WT (1.0 +
0.048). La curcumina incremento la expresion de PPARy
en el grupo de ratones db/db (figura 4).

La figura 5 muestra mayor proporcién de expre-
sion de TNF-a/tubulina en los ratones db/db (1.185
* 0.026) que en los ratones sanos WT (1.0 £0.019). La
curcumina disminuyé la proporciéon de expresion de
TNF-a en el grupo db/db+C (0.700 £0.138), con respec-
to al grupo db/db (p < 0.05).
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Figura 4. Efecto de la curcumina sobre la expresion de PPARy en corazén de los
ratones. A) Western blot representativo de la expresion de PPARy. B)
Anélisis densitométrico de la proporcion de PPARy/tubulina. Los resul-
tados representan la media de n=3 + EE. *vs WT y *vs WT, p<0.001;
tvs db/db, p<0.01.

Fuente: Elaboracién propia.

A)
WT db/db db/db+C
TNF-a .
Tubulina |
B)
s 1.81 i
8 1.6
3
a 1.44
& 1.2
~
3 1.04
&
Z 0.8
0.6
o.o’sl'll'll'l

wT db/db db/db+C

Figura 5. Efecto de la curcumina sobre la expresion de TNF-a. en corazén de los
ratones. A) Western blot representativo de la expresion de TNF-a.. B)
Anélisis densitométrico de la proporcion de TNF-oi/tubulina. Los resulta-
dos representan la media de n=3 + EE. tvs db/db + C, p<0.01.
Fuente: Elaboracién propia.
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DISCUSION

Durante el tiempo de tratamiento, los ratones diabéticos
perdieron peso. Esta pérdida fue menor en los ratones
tratados con curcumina, aunque no se alcanzé una
diferencia significativa. Otros estudios han reportado
en modelos murinos alimentados con dieta alta en gra-
sa, en diabéticos y en humanos, que la suplementacion
con curcumina disminuye y/o previene la ganancia del
peso corporal (Chuengsamarn, Rattanamongkolgul,
Luechapudiporn, Phisalaphong & Jirawatnotai, 2012).
Sin embargo, se debe considerar la edad del ratén, y con
respecto a la curcumina, la dosis, el tiempo de trata-
miento y la via de administracion empleada.

En el presente estudio se utilizaron ratones de 15 se-
manas de edad, edad a la cual la hiperglucemia ha
causado alteraciones metabodlicas serias que se ven
reflejadas en una pérdida acelerada de peso. Probable-
mente el tratamiento con curcumina ayuda a disminuir
estas alteraciones, lo que se ve reflejado en menor pér-
dida de peso en los ratones diabéticos a las 23 semanas
de edad que concluyb el estudio. Esto es apoyado por un
estudio realizado en ratones sanos y db/db que fueron
alimentados con curcumina (0.02%) durante 6 sema-
nas, el tratamiento con curcumina previno la pérdida de
peso (Seo et al., 2008).

En humanos se ha demostrado que la curcumi-
na mejora la retinopatia diabética, aunque la pre-
sion sanguinea, frecuencia cardiaca y control diabético
se mantuvieron sin cambio (Steigerwalt et al., 2012).
Una razon por la cual no se encontraron cambios en
la concentracion de glucosa de los ratones diabéticos
en este estudio puede ser debida al avanzado estado
de las complicaciones de la diabetes, tales como mar-
cada hipoinsulinemia y destruccion de las células 3
pancreaticas reportados en los ratones db/db de 15 a
23 semanas de edad (Dalboge et al., 2013), sugiriendo
que la administracion de la curcumina fue tardia.

PGC-1a interacttia con diversos factores de trans-
cripcién involucrados en el control de rutas biolégicas
relacionadas con el metabolismo energético en higado,
musculo y tejido adiposo, en la termogénesis adaptati-
va, biogénesis mitocondrial, metabolismo de glucosa y
el desarrollo del tejido cardiovascular, y se encuentra
involucrado en el desarrollo de enfermedades como la
obesidad, DM2 (Liang & Ward, 2006; Liu & Lin, 2011).
En musculo se ha reportado la disminucién de la expre-
sion de PGC-1a en pacientes con diabetes y en perso-
nas sin diabetes, pero con historial familiar de diabetes
(Patti et al., 2003). Interesantemente, los resultados de
este trabajo no mostraron diferencia entre grupos, y la
curcumina no tuvo el efecto regulador esperado sobre
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la expresion de PGC-1a. Algunos investigadores sugie-
ren que los efectos de PGC-1a son mediados a través
del aumento de su estado actividad y no del aumento de
su expresion (Wright et al., 2007).

El PPARy pertenece a la categoria de las proteinas
reguladas por SIRT1, el cual es un regulador del meta-
bolismo de lipidos y glucosa en el tejido adiposo, el mus-
culo, el corazon y el higado (Picard & Auwerx, 2002). El
aumento en la expresion de PPARy en los ratones diabé-
ticos tratados con curcumina observado en el presente
estudio concuerda con lo anterior, considerando que
el metabolismo hepatico de la glucosa se encuentra alte-
rado en condicion de diabetes (Nandi, Kitamura, Kahn
& Accili, 2004). Por lo tanto, se considera a PPARy como
un blanco terapéutico para el tratamiento de la DM2. El
efecto que la curcumina ejerce sobre PPARy no se conoce
completamente y esta poco estudiado, los resultado de
este trabajo demuestran que la curcumina increment6
la expresion de PPARy, como se report6 recientemente
en higado de los ratones db/db (Jiménez-Flores et al.,
2014). Esto sugiere que la curcumina tiene un efecto si-
milar a las tiazolinedionas (TZD), un grupo de farmacos
que son agonistas de PPARy y sensibilizantes a la in-
sulina, por lo cual son usados en el tratamiento de la
DM2. El PGC-1a regula la expresion de varias proteinas,
incluyendo PPARy. Se ha propuesto que PGC-1a, una
vez activado, se une al PPARy y asi regula su actividad,
de tal manera que PGC-1la co-activa otros factores de
transcripcién que controlan la expresion génica (Wright
et al.,, 2007).

Los agonistas de PPARy reducen la prevalencia de
ateroesclerosis, tienen efectos antiproliferativos, dis-
minuyen las citocinas inflamatorias (e.g., TNF-a, IL-6,
y IL-103) y ejercen acciones antioxidantes, inhibiendo
tanto la generacion de radicales libres como la activa-
cién de mediadores inflamatorios en las vasos y en el
tejido cardiovascular (Liu et al.,, 2013). El incremento
en la expresion de TNF-o encontrado en los ratones
diabéticos concuerda con lo reportado para la infla-
macion, la obesidad y la resistencia a la insulina (Arkan
et al.,, 2005). La curcumina disminuy6 la expresion de
TNF-a en los ratones diabéticos, como ha ocurrido en
diferentes tejidos (Weisberg, Leibel & Tortoriello, 2008).
La disminucién en la expresion de TNF-a en los ratones
diabéticos es importante, ya que es un factor clave que
dispara y aumenta la respuesta inflamatoria crénica.
Esto lo hace un blanco terapéutico importante para el
tratamiento de la obesidad y la diabetes, y la curcumi-
na disminuy6 su expresion a niveles menores a los del
grupo control.

El aumento de la expresion de PPARy observado pro-
bablemente regula la expresion de diversos genes rela-
cionados con el metabolismo de la glucosa y los acidos
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grasos, entre otros. Ademas, los resultados de este tra-
bajo también sugieren que la curcumina tiene efecto
benéfico a través de la disminucion de la expresion de
TNF-a en los ratones diabéticos, lo cual se traduce en
la disminucion de la inflamaciéon presente en la obe-
sidad y DM2.
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