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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una de las enfermedades crénico-degenerativas con mayor
prevalencia a nivel mundial y representa un grave problema de salud publica. La curcumina muestra una
fuerte actividad anti-oxidante y anti-inflamatoria cuando se usa como un remedio para la prevencion y
tratamiento de las enfermedades cronicas como la diabetes, la obesidad y el cancer, entre otras. En
este proyecto se analiz6 el efecto de la curcumina sobre la expresion de proteinas de musculo
esquelético en ratones diabéticos db/db. Las proteinas del musculo esquelético extraidas de los
diferentes grupos de ratones fueron separadas por 2D-PAGE y las variaciones en la expresion de
proteinas fueron estudiadas usando el Software ImageMaster2D Platinum. Al comparar el grupo db/db
con WT, se encontraron 20 diferencias significativas, de las cuales 11 proteinas disminuyeron su
expresion, 6 proteinas aumentaron su expresion, 2 proteinas desaparecieron y 1 proteina aparecio de
novo. Comparando el grupo db/db +C con el db/db, se observé que la curcumina disminuyé la expresion
de 10 proteinas, incremento la expresion de 8 proteinas y desaparecié 2 proteinas. Se concluy6 que la
curcumina previene la expresion de proteinas en el misculo de ratones diabéticos.

Abstract

Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) is a chronic degenerative diseases most prevalent worldwide and
represents a serious public health problem. Curcumin shows a strong anti-oxidant and anti-inflammatory
activity when used to prevention and treatment of chronic diseases such as diabetes, obesity, cancer,
among others. In this project the effect of curcumin on the expression of skeletal muscle proteins in
diabetic mice db/db was analyzed. Skeletal muscle proteins extracted from the different groups of mice
were separated by 2D-PAGE and changes in protein expression were studied using the software
ImageMaster2D Platinum. When comparing the db/db group with WT, 20 significant differences were
found, of which 11 proteins decreased their expression, 6 proteins increased their expression, 2 proteins
disappeared and 1 protein appeared. Comparing the db/db+C group with db/db, it was observed that
curcumin decreased expression of 10 proteins, increased expression of 8 proteins and disappeared 2
proteins. It was concluded that curcumin prevents the expression of proteins in muscle of diabetic mice.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una
enfermedad metabodlica caracterizada por la
presencia de hiperglucemia resultante de la
alteracion en la secrecion y/o accién de la insulina,
lo que ocasiona resistencia de ésta en diferentes
organos y tejidos. A su vez, la hiperglucemia
incrementa la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), de productos finales de glicacion
avanzada (AGES), e incrementa la acumulacion
de glucosa en los glébulos rojos en forma de
hemoglobina glucosilada [1].

La Cuarcuma longa es una planta medicinal
tradicional con una larga historia de uso como
tratamiento para las enfermedades inflamatorias
en China y el sudeste de Asia [2]. Controla la
inflamacion, el crecimiento celular, y la apoptosis;
por lo tanto, es Util para prevenir y tratar algunas
enfermedades, gracias a sus propiedades anti-
oxidantes y anti-inflamatorias. La curcumina,
derivada de la Cudrcuma longa, es un agente
terapéutico potencial en enfermedades crénicas.

El masculo esquelético contribuye a mantener el
balance sistémico de energia y sustratos, mientras
que la pérdida de este balance induce
enfermedades relacionadas con la obesidad y la
DM2. Hojiund, y cols.,, en 2003, encontraron
incrementada la expresion de HSP90 y GRP78 en
musculo de pacientes diabéticos [3]. Esto ocurre
probablemente por la formacion de ROS, que
conduce a un incremento en la cantidad de
proteinas desnaturalizadas y mal plegadas.
También sugirieron que la disminucion de las
proteinas de estrés celular contribuye a la
patogénesis de la diabetes [3].

La protedbmica abarca el andlisis sistematico de
proteinas expresadas en una condicion especifica
y tiene un enorme potencial en la identificacion de
proteinas asociadas a diferentes enfermedades y
sus complicaciones. El perfil de expresién brinda
informacion  valiosa sobre las proteinas
expresadas diferencialmente durante la
enfermedad que podrian usarse como marcadores
de diagndstico o blancos terapéuticos en el
descubrimiento y evaluacién de nuevos farmacos

[4].

Para estudiar la DM2, diversos grupos han
elaborado mapas de electroforesis bidimensional,

ahora usados como referencia para comparar los
cambios de expresion de proteinas en tejidos
diabéticos [5,6]. En el presente trabajo se analiza
el efecto de la curcumina sobre la expresion de
proteinas de mduasculo esquelético en ratones
diabéticos.

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. Wild type (WT), Wild type
tratados con curcumina (WT+C), diabéticos (db/db)
y diabéticos tratados con curcumina (db/db+C) de
5 semanas de edad. A los grupos tratados se
afiadio a su dieta normal 0.75% (p/p) de curcumina
durante 8 semanas.

Determinacién de Peso Corporal y Glucosa en
Sangre

Los ratones fueron pesados al final del tratamiento
y al momento del sacrificio se midi6 la
concentracion de glucosa en sangre con el kit
comercial (Accutrend® GCT, Roche, Spain).

Obtenciéon de Musculo Esquelético de los
Ratones

Al término del tratamiento se sacrifico a los ratones
por dislocacion cervical, y se obtuvo el muisculo
esquelético, se lavé con buffer (20mM TRIS/HCL,
10mM EDTA, 2mM DTT, pH 7.8) para remover la
sangre y se almaceno en buffer de lavado a -80°C
hasta su uso.

Extracciéon y Cuantificacion de Proteinas

La extraccién de proteinas se realiz6 utilizando el
Sample Grinding kit (GE Healthcare) como se
reportd6 previamente [6,7]. La proteina se re
suspendio en buffer de lisis (7M urea, 2M Tiourea,
4% (p/v) CHAPS, 40mM DTT) y se cuantificé con
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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 Multiskan GO.

Perfil Electroforético

Se realizd el perfil electroforético en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes cargando 15 pg de proteina por
carril.

Electroforesis Bidimensional (2D-PAGE)
Primera dimension de electroforesis (IEF). Se
hidrataron tiras en gradiente de pH inmovilizado
(IPG), pH 3-10L de 24 cm, en el dispositivo Ettan
IPG box, con buffer de lisis (7M urea, 2M Tiourea,
4% (p/v) CHAPS, 40mM DTT, 2% Anfolinas)
conteniendo 700 pg de proteina, cada tira fue
sellada con 2mL de aceite mineral y se hidrataron
por 12 horas. Las tiras se colocaron en la unidad
Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare) y se aplic6 un
voltaje total de 42800 Vh. Antes de la segunda
dimension, cada tira se equilibr6 durante 15
minutos en buffer de equilibrio (50mM de TRIS-
HCI pH 8.8, Urea 6M, Glicerol (87%) 30% (v/v),
SDS 2% (w/v), DTT 0.5%, trazas de bromofenol
azul) y 15 minutos en el mismo buffer, pero con
4.5% (w/v) de yodoacetamida en lugar del DTT.

Segunda dimensién de electroforesis. Se
colocaron las tiras en geles de poliacrilamida
(12.5%) de 24 cm?, corrieron 45 minutos a 5 Watts
y a 180 Watts en la camara de electroforesis Ettan
Dalt Twelve (GE Healthcare) hasta que la linea de
corrida alcanzé 1 cm antes de la base de los geles
(5 horas aprox.). El patrén de separacion de
proteinas se visualizd mediante la tincion de
Comassie coloidal (96 horas). Los geles se
destifieron con solucion de acido acético, etanol y
agua des ionizada (1:4:5).

Andlisis de los cambios de expresién de
proteinas

Los geles obtenidos se digitalizaron en el escaner
ImageScaner Il (GE Healthcare) y se analizaron
con el software ImageMaster 2D Platinum ver 7.0
(GE Healtcare) de acuerdo al manual de uso.

Andlisis estadistico

El peso corporal y la glucosa sanguinea se
reportan como la media + error estandar (EE). Se
utilizé una prueba estadistica no paramétrica. La

prueba Kruskal-Wallis se utiliz6 para encontrar
diferencias significativas en los cambios de
expresién de proteinas entre los grupos y se
acepté una prueba significativa con una p< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso corporal de los ratones diabéticos (db/db,
47,061£1,27 y db/db+C, 45,948+ 2,26) fue mayor
que el peso de los ratones no diabéticos (WT,
27,256+£1,41 y WT+C 2599 +0,97) (Fig.1).
Resultados similares fueron reportados en un
articulo reciente [7]. Sin embargo, la curcumina no
tuvo influencia sobre el peso corporal de los
ratones.

La concentracidon de glucosa sanguinea es mayor
en los grupos db/db y db/db+C que en los grupos
WT y WT+C, con esto comprobamos que los
ratones eran diabéticos. La curcumina, en este
estudio, no influyé sobre la concentracion de
glucosa (Fig. 2). Sin embargo, Martinez Morua y
cols. [8], sugirieron aumentar la concentracion de
curcumina, a 0.75% o 1%, para observar efectos
sobre el peso corporal y la glucosa sanguinea.

Antes de continuar con la electroforesis 2D se
obtuvo el perfil electroforético de los 4 grupos de
estudio donde todas las muestras presentaron la

misma concentracién, integridad y buena
separacion (Fig. 3).
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Figura 1. Peso corporal de los ratones al finalizar el 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
WTy 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.

Al hacer el analisis proteémico diferencial, se
encontraron 20 cambios de expresion diferencial
en el grupo de ratones diabéticos (db/db)
comparado con el grupo WT, de las cuales 11
disminuyeron, 6 aumentaron, 2 desaparecierony 1
aparecio de novo (fig. 4).

Estudios recientes han reportado el analisis
protedmico diferencial de muisculo esquelético
humano, encontrando cambios de expresion de
proteinas implicadas en el estrés celular,
perturbaciones en la sintesis del ATP y en el
metabolismo mitocondrial, por ejemplo, la baja
regulacién de la ATP sintasa subunidad B y la
creatina quinasa B, en pacientes con DM2 [3].
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Figura 3. Perfil electroforético de las proteinas de musculo. Gel
de poliacrilamida al 10% que muestra la separacion electroforética
de las proteinas. En cada carril se cargaron 15 pg 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.
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Figura 4. Andlisis diferencial de expresion de proteinas en
ratones WT y db/db. A , Proteinas que aumentaron su expresion
(6). V¥, Proteinas que disminuyeron (11). o, Proteinas que
desaparecieron (2). o1, Proteinas que aparecieron de novo (1).

Pérez-Vazquez V y cols. analizaron el perfil de
proteinas de pancreas de ratones diabéticos y
ratones control e identificaron proteinas como la a-
amilasa pancreética, el citocromo b5, la litostatina
1y 2,y el quimotripsinogeno B, entre otras, que
estdn involucradas en el metabolismo de
carbohidratos y proteinas, en el estrés oxidativo y
en la inflamacion, relacionada con la DM2 [6].

Para analizar el efecto de la curcumina sobre la
expresion de ratones diabéticos se compar6 el
grupo de ratones diabéticos tratados con
curcumina, con los diabéticos no tratados
encontrando 20 diferencias significativas, de las
cuales 10 disminuyeron su expresion, 8 la
aumentaron y 2 desaparecieron (Fig. 5). Con esto
se demuestra que la curcumina regula la expresion
de proteinas en muisculo esquelético en los
ratones diabéticos como se ha sugerido en otros
estudios en higado y pancreas de ratones
diabéticos.
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Figura 5. Andlisis diferencial de expresion de proteinas en
ratones db/db y db/db +C. A, Proteinas que aumentaron su
expresion (8). ¥, Proteinas que disminuyeron (10). o, Proteinas que
desaparecieron (2).

En higado de ratones diabéticos la curcumina
aumentd la expresion de la PPARy y AMPK vy
disminuy6 la proteina NF-kB en los ratones
db/db, lo que sugiere que la curcumina tiene un
efecto benéfico para el tratamiento y prevencion
de las complicaciones de la DM2 [7].

CONCLUSIONES

La curcumina modifica la expresién de proteinas
en el musculo esquelético de ratones diabéticos; lo
que sugiere que la curcumina puede ser utilizada
para la prevencion y/o tratamiento de las
complicaciones de la DM2. Seria importante
identificar las proteinas con cambios de expresion
diferencial en respuesta a la curcumina para
conocer su relevancia funcional en la DM2 sus
complicaciones y usarlas como biomarcadores
para la evaluacién de nuevos farmacos.
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