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RESUMEN

La diabetes es una enfermedad metabolica caracterizada por hiperglucemia y resistencia a la
insulina. La curcumina es un potencial agente antidiabético que regula la expresion gé-
nica y diferentes vias de sefnalizacion. Se pretende determinar el efecto de la curcumina sobre
la expresion de Proteina Cinasa Activada por AMP (AMPK), Proliferador Peroxisomal gamma
(PPARY), Factor Nuclear Kappa de los linfocitos B (NF-kB) y Sirtuina 1 (SIRT1) en higado de
raton diabético. Se utilizaron cuatro grupos de ratones (n = 3): silvestres (WT), diabéticos (db/
db) y WT y db/db tratados con 0.75% de curcumina en el alimento (WT+C y db/db+C, respec-
tivamente) por ocho semanas. La expresion de las proteinas se determiné por Western blot.
Como resultados la curcumina previno parcialmente la pérdida de peso en los ratones db/db,
incremento la expresion de AMPK y PPARy y disminuy6 la expresion de NF-kB en los ratones
diabéticos, pero no modificé la expresion de SIRT1. Se concluyé que la curcumina regula la
expresion de AMPK, PPARy y NF-kB, pero no de SIRT1.

ABSTRACT

Diabetes is a metabolic disease characterized by hyperglycemia and insulin resistance. Cur-
cumin is a potential antidiabetic agent regulates gene expression and different signaling path-
ways. The present study determined the effect of curcumin on AMPK, PPARy, SIRT1 and NF-kB
expression in liver of a diabetic mice. Four groups of mice (n = 3) were used: wild type (WT),
diabetics (db/db) and WT and db/db treated with Curcumin 0.75% (WT+C and db/db+C, re-
spectively) administered in the diet for 8 weeks. Protein expression was determined by Western
blot. Curcumin prevented partially the weight loss in db/db mice, increased AMPK and PPARy
expression and diminished NF-kB protein in db/db mice, but did not alter the SIRT1 expres-
sion. Curcumin regulates AMPK, PPARy and NF-kB expression, but not of SIRT1.

INTRODUCCION

México ocupa el segundo lugar mundial de mayor prevalencia de obesidad
con 22 millones de personas adultas (30% de la poblacion) (Barrera-Cruz,
Rodriguez-Gonzalez & Molina-Ayala, 2013). La obesidad es un factor clave
para el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Xu et al., 2003), la cual
se caracteriza por resistencia a la insulina y la presencia de hiperglucemia. La
hiperglucemia crénica conlleva complicaciones en diferentes 6rganos, entre
ellos el higado, donde se altera la homeostasis de la glucosa, la gluconeogé-
nesis y la oxidacion de acidos grasos (Al-Mukhtar, Fadhil & Hanna, 2012).
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La obesidad y la DM2 estan asociadas con inflama-
cién crénica de bajo grado, debido, en parte, a la activa-
cion del factor nuclear kappa de los linfocitos B (NF-xB).
A su vez, NF-xB desregula la actividad de otras vias de
senalizacion metabdlicas donde participa la Sirtuina 1
(SIRT1) y la proteina cinasa activada por AMP (AMPK),
proteinas reguladoras de ciertas rutas intracelulares
como la captacién de glucosa en el musculo esqueléti-
co y la oxidacion hepatica de los acidos grasos (Oakhill,
Scott & Kemp, 2012). Se ha sugerido que la SIRT1 par-
ticipa en la regulacion de la sensibilidad a la insulina,
en parte, a través de su activacion por AMPK (Hou et al.,
2008; Lan, Cacicedo, Ruderman & Ido, 2008).

En el higado, la SIRT1 participa en el control de la
homeostasis de la glucosa, a través de la desacetila-
cién del proliferador peroxisomal gamma (PPARy) y su
co-regulador metabodlico PGC-1a, incrementando asi la
produccion de glucosa hepatica y el uso de los acidos
grasos para la obtencion de energia (Picard & Auwerx,
2002; Picard et al., 2004; Rodgers et al., 2005).

A pesar de que es posible el control de la gluco-
sa mediante ejercicio y dieta y que existen farmacos
para el tratamiento de la DM2, esta enfermedad y sus
complicaciones siguen siendo un problema grave de
salud en todo el mundo. Por ello, es deseable el uso
de tratamientos alternativos de bajo costo y con me-
nos efectos secundarios para los pacientes. La curcu-
mina, un componente activo de la Curcuma longa, ha
sido utilizada durante siglos por habitantes de la India,
principalmente como un condimento. Sin embargo, se
han descrito varias propiedades farmacolégicas debido
a que tiene efectos antioxidantes, anti-inflamatorios e
hipoglucemiantes (Gupta, Patchva, Koh & Aggarwal,
2012). Diversos estudios en modelos animales y en
humanos han reportado sus multiples beneficios al or-
ganismo (Franco-Robles et al., 2013; Martinez-Morua
et al., 2013; Zhang, Fu, Gao & Liu, 2013), pero el me-
canismo no esta completamente claro. Se ha sugerido
que la curcumina tiene actividad anti-inflamatoria a
través de la modulacién de una ruta de senalizaciéon
inflamatoria u oxidativa que incluye al NF-kB, el fac-
tor relacionado con el factor nuclear E2 (Nrf2) y/o las
rutas de sefializacion dependientes de AMPK (Alappat
& Awad, 2010). Como la curcumina regula multiples
blancos moleculares a través de la induccién o inhibi-
cion de la expresion génica, las vias de senalizacion o
mediante interaccién directa (Shehzad & Lee, 2013),
en este trabajo se estudio el efecto de la curcumina
sobre la expresion de AMPK, SIRT1, PPARy y NF-kB en
el higado de ratones diabéticos obesos db/db.
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MATERIAL Y METODOS

Modelo animal y tratamiento con curcumina

Los ratones fueron mantenidos en el bioterio de la Di-
vision de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Guanajuato, siguiendo los lineamientos de ética de la
norma (NOM-062-Z00-1999). Los ratones tuvieron ac-
ceso a agua potable estéril y alimento adquirido de Har-
lan, México (23% proteina, 17% grasa y 60% hidratos
de carbono), ad libitum.

Se utilizaron cuatro grupos de ratones (n= 3): silves-
tres (WT), diabéticos (db/db) y WT y db/db tratados con
0.75% de curcumina en el alimento (WT+C y db/db+C,
respectivamente) por ocho semanas. La suplementaciéon
con curcumina (Curcuminoids, Advanced nutrition, Gdl,
Jal., México) representa una dosis de 20 mg/ratéon/dia,
considerando un consumo de alimento de 2.7 g/ratén/
dia-2.8 g/raton/dia.

Determinacion de peso corporal y glucosa
sanguinea

Al inicio y al final del tratamiento los ratones fueron
pesados en una balanza granataria (Scout Ohaus, Flor-
ham Park N. J.) y al momento del sacrificio se midi6
la concentracion de glucosa en sangre con un kit co-
mercial (Accutrend, GCT, Roche) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Extraccién de proteina total

Los ratones se sacrificaron por decapitacion y se obtuvo
el higado, usando un buffer de lavado (20 mM Tris/HCI,
10 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7.8). Las proteinas del
higado se obtuvieron mediante extracciéon fenédlica y
centrifugacién diferencial como se reporté previamen-
te (Hurkman & Tanaka, 1986). Brevemente, el higa-
do se homogenizé en 3 mL de buffer de extraccion de
proteinas (sacarosa 0.7 M, tris 0.5 M, KC1 30 mM,
EDTA 50 mM, 2-Bmercaptoetanol 2%, PVPP 12 mg/mL,
a 4 °C), mas un inhibidor de proteasas y 3 mL de
fenol saturado en agua. Se recupero la fase fenoli-
ca y se precipité en cinco volumenes de acetato de
amonio 0.1 M en metanol frio (-20 °C, toda la no-
che). La proteina se disolvié en 300 pl de buffer de
Laemli 2X (Tris-HCI 0.125M, SDS 4%, Glicerol 20%,
mercaptoetanol 10%, pH 6.8). La concentraciéon de
proteina se determiné con un kit comercial (2-D
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Quant kit, GE Healthcare Biosciences). Se midié6 la
concentracion de proteina en un espectrofotometro
Multiskan® a una longitud de onda de 750 nm.

Electroforesis y Western blot

Se cargaron 40 ug de proteina en buffer de Laemli
para obtener un volumen final de 15 pL. Se usaron
geles prefabricados de poliacrilamida al 2%, y la elec-
troforesis se realizé en un sistema Mini-PROTEAN
Tetra Cell, 200V, 40 min. Para el Western blot se usa-
ron membranas de nitrocelulosa y el sistema Mini
Trans-Blot, 90 V, 1.2 h. Las membranas fueron incu-
badas 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% leche light en polvo).
Los anticuerpos primarios (Santa Cruz Biotechnolo-
gy) se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Los
anticuerpos secundarios conjugados a la peroxidasa
HRP (Santa Cruz Biotechnology) se incubaron durante
1.5 h en agitaciéon constante. La quimiodeteccion se
realiz6 en un fotodocumentador XRS+ System (Bio-
Rad, CA). Los resultados se reportan como la relacion
proteina/a-tubulina.

Andlisis estadistico

Se utilizé una prueba de Kruskal Wallis y una prueba a
post hoc de Tukey SD para encontrar diferencias entre
los grupos. Los datos se reportan como media * Error
Estandar (EE); para el analisis se uso el software ES-
TATISTICA10. Se consideré una diferencia significativa
cuando p<0.05.

RESULTADOS

En la figura 1 se observa que el peso inicial de los
ratones fue similar en los grupos WT y WT+C (24.2 g+
0.8 gy 25.2 g = 0.6 g, respectivamente) y entre los db/
db y db/db+C (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
(34.6 g2+ 7.0gy40.8 g+ 6.5 g, respectivamente) también
fue mayor que el de los ratones WT y WT+C (22.8 g
2.5 gy 23.6 g+ 3.9 g, respectivamente). Los ratones
diabéticos pesaron mas que los ratones sanos al inicio y
al final del tratamiento. En el periodo de tratamiento los
ratones db/db perdieron 12.5 g + 3.0 g de peso, mien-
tras que los ratones del grupo db/db+C perdieron 7.0 g +
1.3 g. Esta diferencia en la pérdida de peso corporal de
los ratones no fue significativa estadisticamente.
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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 control
WTy WT+C (181 mg/dL+£9.11 mg/dLy 165.25 mg/dL
6.97 mg/dL, respectivamente), aunque la diferencia es-
tadistica no fue significativa (p=0.07) y la curcumina
no tuvo efecto (figura 2).
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Figura 1. Efecto de la curcumina sobre el peso corporal de los ratones.
WT, ratones control, WT+C, ratones control tratados con curcumina. db/db, ra-
tones diabéticos. db/db+C, ratones diabéticos tratados con curcumina o, peso
inicial m, peso final. Los resultados se muestran como la media + EE. * vs WT y
WT+C, p <0.001; % vs. WT y WT+C, p < 0.01.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 2. Efecto de la curcumina sobre la concentracion de glucosa sanguinea
de los ratones. Al final de las ocho semanas de tratamiento se midi6 la
concentracion de glucosa sanguinea en los ratones. Los resultados se
muestran como la media +EE.

Fuente: Elaboracion propia.
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La figura 3 muestra que la proporcion de expresion
de AMPK/Tubulina es menor en los ratones db/db
(0.796 £ 0.017) comparada con los grupos WT y WT+C
(1.0 £ 0.044 y 0.92 + 0.022, respectivamente). La cur-
cumina incrementé la proporcion AMPK/Tubulina en
el grupo db/db+C (1.5 AMPK/Tubulina + 0.045 AMPK/
Tubulina), sugiriendo asi un efecto benéfico, incremen-
tando la expresion de AMPK hasta un nivel mayor que el
de los ratones sanos.

La proporcion de expresion de SIRT1/Tubulina se
encontré disminuida en los grupos de ratones db/db
y db/db+C (0.589 + 0.037 y 0.637 + 0.021, respectiva-
mente) con respecto a los grupos de ratones sanos WT
y WT+C (1.0 £ 0.03 y 1.033 = 0.006, respectivamente).
La curcumina no modificé la expresion de SIRT1 en
ambos grupos de ratones (figura 4).

La figura 5 muestra que la proporciéon de expre-
sion de PPARy/Tubulina se encuentra disminuida en
el grupo db/db (0.727 £ 0.007) en comparacion con
los dos grupos de ratones sanos WT y WT+C (1.0 *
0.039y 0.916 = 0.06, respectivamente). La curcumina
increment6 la proporcién de expresion de PPARy en
el grupo db/db+C (1.505 + 0.045), sugiriendo asi un
efecto benéfico, incrementando la expresiéon de PPARy
hasta un nivel mayor que el de los ratones sanos.

La figura 6 muestra mayor proporcion de expresion de
NF-«B/Tubulina en los ratones db/db y db/db+C (1.185 +
0.026 y 1.044 + 0.045, respectivamente) que en los ra-
tones sanos WT y WT+C (1.0 £ 0.019 y 0.944 + 0.048,
respectivamente). La curcumina disminuyé la propor-
cion de expresion de NF-«B en el grupo db/db+C, con
respecto al grupo db/db (p <0.05).
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Figura 3. Efecto de la curcumina sobre el peso corporal de los ratones *vs WT,
p <0.005; *vs. WT+C, p <0.05; Svs. WT, WT+C y db/db+C, p <0.001.
Los resultados se muestran como la media + EE.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 4. Efecto de la curcumina sobre el peso corporal de los ratones. *vs. WT
y WT+C, p<0.001. Los resultados se muestran como la media =+ EE.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 5. Efecto de la curcumina sobre la expresion de PPARy en higado de los rato-
nes. *vs. WT, p < 0.01; Svs. WT y WT+C, p < 0.001; *vs. db/db, p < 0.001.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 6. Efecto de la curcumina sobre la expresion de p65 NF«kB en higado de los
ratones. *vs. WT, p < 0.05; Svs. WT+C, p < 0.005; évs. db/db+C, p < 0.05.
Los resultados se muestran como la media + EE.

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 alcanzo6 una di-
ferencia significativa. Otros estudios han reportado en
modelos murinos alimentados con dieta alta en grasa,
en diabéticos y en humanos, que la suplementacion con
curcumina disminuye y/o previene la ganancia del peso
corporal (Chuengsamarn, Rattanamongkolgul, Luecha-
pudiporn, Phisalaphong & Jirawatnotai, 2012; Jang et
al., 2008). Sin embargo, se debe considerar la edad del
ratén, y con respecto a la curcumina, la dosis, el tiempo
de tratamiento y la via de administracion empleada.

En el presente estudio se utilizaron ratones de 15
semanas de edad, edad a la cual la hiperglucemia ha
causado alteraciones metabdlicas serias que se ve refle-
jado en una pérdida acelerada de peso. Probablemente
el tratamiento con curcumina ayuda a disminuir estas
alteraciones, lo que se ve reflejado en menor pérdida
de peso en los ratones diabéticos a las 23 semanas de
edad que concluy6 el estudio. Esto es apoyado por un
estudio realizado en ratones sanos y db/db que fueron
alimentados con curcuminan (0.02%) durante seis se-
manas, el tratamiento con curcumina previno la pérdi-
da de peso (Seo et al., 2008).

En humanos, los niveles maximos de curcumina en
suero se alcanzan de una a dos horas después de la
ingesta oral y disminuyen gradualmente en las siguien-
tes 12 h (Cheng et al,, 2001). En una prueba de tole-
rancia a la glucosa en ratones obesos se observo que la
curcumina (50 mg/kg) a partir de los 30 min disminu-
ye los niveles de glucosa en sangre, y a los 120 min los
niveles se observan por debajo de los 15 nmol/L (He et
al,, 2012). En el presente estudio, los valores reporta-
dos corresponden aproximadamente a 6 h después de
la ultima ingesta de curcumina (20 mg/ratén/dia), lo
cual sugiere que a este tiempo ya paso el efecto normo-
glucemiante de la misma, razén por la cual no encon-
tramos efecto de la curcumina sobre la concentracion
sanguinea de glucosa en los ratones diabéticos.

La expresion de AMPK se encontré disminuida en
los ratones db/db como se ha reportado en tejidos pe-
riféricos como el corazén, musculo esquelético e higa-
do en modelos de obesidad en roedores (Steinberg &
Kemp, 2009). Varios estudios han demostrado que los
polifenoles, como el resveratrol, estimulan la actividad
de AMPK en varios tipos celulares (Zang et al., 2006),
como ocurri6 con la curcumina en higado de raton dia-
bético en el presente estudio. El aumento en la expre-
siébn de AMPK en los ratones diabéticos es importante,
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ya que en el higado AMPK inhibe la producciéon hepa-
tica de glucosa y la lipogénesis, procesos afectados en
obesidad y DM2 (Oakhill et al.,, 2012; Yu et al., 2004),
ademas, la AMPK esta relacionada con la activacion de
la SIRT1 (Hou, et al., 2008; Lan et al., 2008).

La expresion de la SIRT1 esta disminuida en dife-
rentes tejidos con DM2 (De Kreutzenberg et al., 2010;
Gillum et al., 2011). La disminucién de la SIRT1 en los
ratones diabéticos observada en el presente estudio po-
dria contribuir al desarrollo de las alteraciones relacio-
nadas con DM2. Asi, la activacion de SIRT'1 se considera
una estrategia terapéutica potencial para la diabetes. En
este trabajo no se encontro efecto de la curcumina sobre
la expresion de la SIRT1, pero se ha sugerido que la cur-
cumina, al igual que el resveratrol, ejerce una activacion
indirecta de la SIRT1, a través de AMPK (Ruderman et
al., 2010). Las funciones de SIRT1 son variadas, y tejido
especificas regula la transcripcion de genes y multiples
vias de senalizacién metabdlicas. Por ejemplo, regula la
actividad transcripcional de PPARy (Chung et al., 2010;
Lomb, Laurent & Haigis, 2010).

El PPARy pertenece a la categoria de las proteinas
reguladas por SIRT1, el cual es un regulador del me-
tabolismo de lipidos y glucosa en el tejido adiposo,
el musculo, el corazéon y el higado (Picard & Auwerx,
2002). La disminuci6on de la expresion de PPARy en los
ratones diabéticos observada en el presente estudio
concuerda con lo anterior, considerando que el meta-
bolismo hepatico de la glucosa se encuentra alterado
en condicion de diabetes (Nandi, Kitamura, Kahn & Ac-
cili, 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 cono-
ce completamente y esta poco estudiado. Los resultado
de este trabajo demuestran que la curcumina incre-
mento6 la expresion de PPARy, como se ha reportado en
fibrosis hepatica (Lin, Tang, Kang, Feng & Chen, 2012).
Esto sugiere que la curcumina tiene un efecto similar
a las tiazolinedionas (TZD), un grupo de farmacos que
son agonistas de PPARy y sensibilizantes a la insulina,
por lo cual son usados en el tratamiento de la DM2.

El incremento en la expresion de NF-kB encontra-
do en los ratones diabéticos concuerda con lo repor-
tado para la inflamacién, la obesidad y la resistencia
a la insulina (Arkan et al., 2005; Cai et al., 2005). La
curcumina disminuyé la expresion de NF-«B en los ra-
tones diabéticos, como ha ocurrido en diferentes teji-
dos (Weisberg, Leibel & Tortoriello, 2008) y en células
mieloides humanas ML-1a (Singh & Aggarwal, 1995).
La disminucion en la expresion de NF-«B en los rato-
nes diabéticos es importante, ya que éste es un factor
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clave que dispara y aumenta la respuesta inflamatoria
cronica. Esto lo hace un blanco terapéutico importan-
te para el tratamiento de la obesidad y la diabetes, y la
curcumina logré disminuir su expresion.

En conjunto, el aumento de la expresion de AMPK
observado probablemente activa a la SIRT1 y ésta, a su
vez, activa a PPARy e incrementa su expresion, regulan-
do asi la expresion de diversos genes relacionados con
el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos, entre
otros. Ademas, los resultados de este trabajo también
sugieren que la curcumina tiene efecto benéfico a tra-
vés de la disminucién de la expresion de NF-kB en los
ratones diabéticos, lo cual se traduce en la disminu-
cién de la inflamacion presente en la obesidad y DM2.
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