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Resumen

La diabetes es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia y resistencia a la insulina. La
curcumina es un potencial agente antidiabético que regula la expresion genética de diferentes vias de
sefializacion. Se pretende determinar el efecto de la curcumina sobre la expresion de proteinas en higado
de ratones diabéticos. 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 por 8 semanas. Las proteinas de higado se
separaron por electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE). Los geles fueron
analizados con el software Image Master 2D Platinum. Se detectaron 352 spots en cada grupo, al
comparar el grupo db/db con el WT, se encontraron 21 diferencias significativas, de las cuales 5 proteinas
disminuyeron su expresién, 13 proteinas aumentaron su expresién y 3 proteinas desaparecieron. Al
comparar el grupo db/db+C con el grupo db/db se observé que la curcumina disminuy6 la expresion de 4
proteinas, aumentoé la expresion de 2 proteinas y desaparecio la expresion de 3 proteinas. Se concluy6
que la curcumina modifica la expresién de proteinas en higado de ratones diabéticos.

Abstract

Diabetes is a metabolic disease characterized by hyperglycemia and insulin resistance. Curcumin is a
potential antidiabetic agent which regulates gene expression and different signaling pathways. The
objective was to determine the effect of curcumin on the expression of proteins in liver of diabetic mice. It
was used four groups of mice (n = 3): Wild type (WT), diabetic (db/db) and WT and db/db treated with
0.75% of curcumin in diet for 8 weeks. The liver proteins were separated on two-dimensional
electrophoresis polyacrylamide gel (2D-PAGE). Gels were analyzed in the Image Master 2D Platinum
software. Three hundred and fifty-two spots on each groups were present. When comparing the db/db
group with WT, 21 significant differences were found, of which 5 proteins decreased their expression, 13
proteins increased their expression and 3 proteins disappeared. Comparing the db/db+C group with db/db,
it was observed that curcumin decreased expression of 4 proteins, increased expression of 2 proteins and
disappeared 3 proteins. It was concluded that curcumin modifies the expression of proteins in liver of
diabetic mice.
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INTRODUCCION

La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo
de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), la cual se
caracteriza por resistencia a la insulina y la
presencia de hiperglucemia. La hiperglucemia
cronica conlleva complicaciones en diferentes
organos, entre ellos el higado, donde se altera la
homeostasis de la glucosa, la gluconeogénesis y la
oxidacion de acidos grasos [1,2].

Los modelos animales han contribuido en gran
medida a nuestra comprension de la DM2 y al
desarrollo de nuevas terapias. Un modelo
comunmente usado es el raton db/db que tiene una
mutacion en el gen que codifica el receptor de la
leptina; este modelo de DM2 ha sido bien
caracterizado y se ha observado que la enfermedad
se desarrolla de manera similar a los humanos,
incluyendo hiperfagia, hiperglicemia, resistencia a
la insulina y la obesidad [3].

La obesidad y la DM2 estdn asociadas con
inflamacion crénica de bajo grado, debido, en parte,
a la activacion del factor nuclear kappa de los
linfocitos B (NF-kB). A su vez, NF-kB desregula la
actividad de otras vias de sefializacion metabdlicas
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 misculo esquelético y la
oxidacién hepética de los 4cidos grasos [4].

A pesar de que es posible el control de la glucosa
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. La curcumina, 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 [5].

Se ha sugerido que la Curcumina tiene actividad
anti-inflamatoria a través de la modulacién de una
ruta de sefializacion inflamatoria u oxidativa que
incluye al NF-kB, el factor relacionado con el factor
nuclear E2 (Nrf2) y/o las rutas de sefalizacion
dependientes de AMPK [6].

La electroforesis en 2 dimensiones es una de las
técnicas mas utilizadas en protedmica, para la

identificacién de nuevos blancos terapéuticos y
biomarcadores que puedan ser utilizados en el
disefio o evaluacion de nuevos farmacos.

En este trabajo se estudié el efecto de la curcumina
sobre la expresion de proteinas en higado de
ratones diabéticos obesos db/db, mediante un
analisis protedbmico comparativo.

MATERIAL Y METODOS
Modelo animal

Se usaron ratones diabéticos db/db y no diabéticos
de la cepa C57BL6J, de 5 semanas de edad,
adquiridos de Laboratorios Harlan, Estados Unidos,
siguiendo los lineamientos de la norma oficial
mexicana ‘“Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio” (NOM-062-Z0O0-1999) y de la “Guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio”
del NIH.

Tratamiento con curcumina

Se dividieron los ratones en cuatro grupos, de tres
ratones cada uno. No diabéticos o wild type (WT),
no diabéticos con curcumina (WT+C), diabéticos
(db/db) y diabéticos tratados con curcumina
(db/db+C). La curcumina se administré en la dieta
en una proporcion 0.75% (p/p) de alimento, durante
8 semanas.

Determinacion de peso corporal y glucosa en
Sangre

Los ratones fueron pesados una vez finalizado el
tratamiento y al momento del sacrificio se midié la
concentracién de glucosa sanguinea.

Obtencién del higado de los ratones

Al término del tratamiento se sacrificaron los
ratones por dislocacién cervical, y se obtuvo el
higado. Inmediatamente el higado se lavé con
buffer de lavado (20 mM TRIS/HCI, 10 mM EDTA, 2
mM EDTA, 2 mM DTT, pH 7.8) para remover la
sangre y se almacend en el mismo buffer de lavado
a -80 °C hasta su utilizacion.
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Extraccion de proteinas

Se homogeniz6 1 g de higado en tubo potter en 3
mL de buffer de extraccién de proteina (Sacarosa
0.7 M, Tris 0.5 M, KCI 30 mM, EDTA 50 mM, 2-B-
mercaptoetanol 2%, PVPP 12 mg/mL, a 4°C) con
inhibidor de proteasas. Se afiadi6 3 mL de fenol
saturado en agua y se incub6 por 10 min a 4°C. El
homogenizado se centrifug6 a 10 000 rpm, por 10
minutos, a 4°C, posteriormente se recupero la fase
fendlica y se re-extrajo con igual volumen de buffer
de extraccion. Se volvio a centrifugar (10,000
rpm/10 min/ 4°C), se recupero la fase fendlica y se
precipité en 5 volimenes de acetato de amonio 0.1
M en metanol frio (-20°C, toda la noche).
Posteriormente, se lavé la pastilla tres veces con
acetato de amonio 0.1 M en metanol (10 000 rpm/
10 min/ 4°C) y una vez con acetona al 80%; la
pastilla se seco y re suspendié en 300 uL de buffer
de lisis (Urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%, TBP
2mM, anfolinas 2%, DTT 60mM).

Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteina se determind con un
kit comercial (2-D Quant Kit, GE Healthcare
Biosciences), basado en el método Lowry. La
absorbancia se midi6 a 480 nm en un
espectrofotometro  MultiskanGo usando agua
destilada como blanco.

Perfil electroforético

Se realizd el perfil electroforético en geles de
poliacrilamida  al 10% en condiciones
desnaturalizantes. En cada carril se cargaron 15 g
de proteina. Carril 1, marcador de peso molecular.
Carriles 2-4, grupo WT. Carriles 5-7, WT+C.
Carriles 8-10, db/db. Carriles 11 -13, db/db+C.

Electroforesis bidimensional (2D-PAGE)

La primera dimension de electroforesis (IEF) se
realizé utilizando una unidad Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare). Se hidrataron las tiras de gradiente de
pH inmovilizado (IPG), con 750 pg de proteina en
buffer de lisis (Urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%,
DTT 40 mM, Anfolinas 2%), en el dispositivo Ettan
IPG box, posteriormente se agregaron 2 mL de
aceite mineral por cada tira, las tiras se dejaron
hidratando 12 horas. Una vez hidratadas las tiras
fueron colocadas en el Manifold con 108 mL de

aceite mineral. La separacion en el Ettan IPGphor
se realiz6 a un voltaje total de 57000 Vh.

Para la segunda dimension se prepararon geles de
poliacrilamida (12.5%) de 24 cm?, las tiras del IEF
fueron tratadas con solucion de equilibrio-DTT (50
mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M Urea, 30% v/v Glicerol, 2%
SDS, 0.5% DTT y trazas de azul de bromofenol, 14
min), y solucién de equilibrio-iodoacetamida (en
lugar de DTT, 4.5% lodoacetamida, 14 min), se
colocaron las tiras sobre los geles de poliacrilamida.
Se establecié un perfil de corrida de 5 Watts 45min,
y 180 Watts hasta que la linea de corrida alcanzara
1 cm arriba de la base de los geles. Los geles se
tifieron con una solucibn de comassie coloidal
durante 96 h. Los geles se destifieron con varios
lavados con solucién de Acido acético, etanol y
agua desionizada (1:4:5).

Andlisis de los cambios de expresion de
proteinas

Para encontrar los cambios de expresion diferencial
de las proteinas, los geles se digitalizaron en el
escaner ImageScaner Il (GE Healthcare) y se
analizaron con el software ImageMaster 2D
Platinum ver. 7.0 (GE Healthcare) de acuerdo al
manual de uso.

Anadlisis estadistico

El peso corporal y la glucosa sanguinea se reportan
como la media + error estandar (EE) y se utilizé una
prueba estadistica no paramétrica. La prueba de
Kruskal-Wallis se utilizd para encontrar diferencias
significativas en los cambios de expresion de
proteinas entre los grupos. Se aceptdé como
significativa una p< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso final de los ratones db/db y db/db+C (48.98
y 45.93 respectivamente) fue mayor que el de los
ratones WT y WT+C (2756 y 25.03
respectivamente). Los ratones diabéticos pesaron
mas que los ratones sanos al inicio y al final del
tratamiento (Fig. 1). Otros estudios han reportado
en modelos murinos alimentados con dieta alta en
grasa, en diabéticos y en humanos, que la
suplementaciéon con curcumina disminuye Yy/o
previene la ganancia del peso corporal [7].
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Figura 1. Peso corporal de los ratones medido al final del
tratamiento. Los datos representan la media + EE (n=3). Diferencia
significativa entre db/db vs WT y WT+C. Diferencia significativa entre
db/db+C vs WT y WT+C. « p<0.01.
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Figura 2. Concentracion de glucosa al final del tratamiento. Los
datos representan la media + EE (n=3). Diferencia entre los grupos
db/db vs WT y WT+C. Diferencia entre los grupos db/db+C vs WT y
WT+C. * p<0.01.

Sin embargo, se debe considerar la edad del ratén,
y la dosis de curcumina, el tiempo de tratamiento y
la via de administracién empleada. El aumento de
peso se asocia a que los ratones aln se
encontraban en crecimiento.

La figura 2 muestra que la concentracion de glucosa
sanguinea fue mayor en los grupos diabéticos que
en los grupos control (p<0.01). Esto demuestra que
estamos trabajando con ratones diabéticos, como
se ha reportado previamente [8].

Antes de realizar la electroforesis 2D se realizé un
perfil  electroforético  para  corroborar la
concentraciéon de las muestras y la integridad y
buena separacion de las proteinas (Fig. 3).

10 11 12 13

Figura 3. Gel de poliacrilamida al 10% que muestra la separacion
electroforética de cada una de las muestras de proteinas de
higado de los ratones. En cada carril se cargaron 15 g de proteina.
Carril 1, marcador de peso molecular. Carriles 2-4, WT. Carriles 5-7,
WT+C. Carriles 8-10, db/db. Carriles 11 -13, db/db + C.

El analisis protedmico diferencial revel6 352 spots,
en los cuales al comparar el grupo db/db con el WT,
se encontraron 21 diferencias significativas, de las
cuales 5 proteinas disminuyeron su expresion, 13
proteinas aumentaron su expresion y 3 proteinas
desaparecieron (Fig. 4). Otros estudios de
protedmica comparativa han reportado la expresion
diferencial de proteinas en higado de ratones
diabéticos obesos de 10 semanas de edad,
comparados con un grupo control. Algunas de estas
proteinas, identificadas por espectrometria de
masas, estan involucradas en  procesos
metabdlicos de carbohidratos, lipidos y proteinas, lo
cual sugiere que la alteracién en la expresion de
estas proteinas tiene un rol importante en la
patogénesis de la obesidad y la diabetes [9].
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Figura 4. Cambios de expresion de proteinas entre los grupos
db/db y WT. ¥, proteinas que disminuyeron su expresion (5). A,
proteinas que aumentaron su expresion (13). e, proteinas que
desaparecieron (3).

Para analizar el efecto de la curcumina sobre la
expresion de proteinas en el higado de los ratones
diabéticos comparamos el grupo db/db+C con el
grupo db/db y encontramos 9 diferencias
significativas, dentro de las cuales 4 proteinas
disminuyeron su expresion, 2 proteinas aumentaron
su expresion y 3 proteinas desaparecieron con la
curcumina (Fig. 5). Recientemente se reportd que
la curcumina incrementa la expresion de AMPK y
PPARy en higado de ratones diabéticos, cuya
funcion es inhibir la produccién hepética de glucosa
y la lipogenesis, procesos afectados en la obesidad
y DM2; asi como la disminucion de NF-kB, lo cual
se traduce en disminucién de la inflamacion
presente en la obesidad y DM2 [8]. Estos y otros
resultados sugieren que la curcumina tiene efecto
sobre la expresion de otras proteinas, como se
encontré en este trabajo.
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Figura 5. Cambios de expresion de proteinas entre los grupos
db/db+C y db/db. ¥ , proteinas que disminuyeron su expresion (4).
A | proteinas que aumentaron su expresion (2). e, proteinas que
desaparecieron (3).

CONCLUSIONES

La curcumina tiene efecto benéfico en los ratones
diabéticos a través de la regulacion de la expresion
de proteinas hepdéticas. La curcumina previno
cambios de expresién en el higado de los ratones
diabéticos, disminuyé la expresién de 4, aumento la
expresién de 2 y desaparecié la expresién de 3
proteinas. Seria interesante identificar las proteinas
con cambios de expresion, para asi encontrar su
relevancia funcional y efecto de la curcumina sobre
la patogénesis de la DM2.
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