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Resumen

La prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 en Bolivia y a nivel mundial se ha
incrementado en los Ultimos afios. Las estrategias terapéuticas disponibles presentan
en su mayoria efectos adversos, lo que justifica la basqueda de nuevos agentes
hipoglicemiantes. El uso de alimentos naturales en diabetes se ha considerado como
una fuente para encontrar nuevos agentes terapéuticos.

El objetivo de esta tesis se centra en evaluar la actividad hipoglicemiante de Lupinus
mutabilis (Lm) y Smallanthus sonchifolius (Ss) a través de la modulacion de
secrecion de insulina en islotes pancreaticos y/o captacion de glucosa en adipocitos
primarios.

Inicialmente se realiz6 el tamizaje hipoglicemiante por administracion oral de
extractos de Lm y Ss en ratones normoglicémicos; los niveles de glucosa plasmaética
se determinaron a tiempos 0, 1, 2, 4 y 6 horas después de la administracion del
extracto. Para la CTOG, Lm70EtOH y Ss70EtOH fueron administrados por via oral,
una hora antes de la administracion de glucosa (2g/kg p.c.), los niveles de glucosa
plasmatica se determinaron a tiempos 0, 15, 30, 60 y 120 min. El efecto de
Lm70EtOH sobre la secrecion de insulina in vitro fue evaluada en islotes
pancreaticos murinos, ademas se incubo con inhibidores para entender las vias
involucradas. Por otro lado, adipocitos se incubaron con Lm70EtOH (5, 10 y 20
mg/mL) y 10 mM de glucosa por 30 min. En ambos modelos, se cuantifico la
expresion génica por PCR en tiempo real de los genes asociados a la homeostasis
de la glucosa.

Lm70EtOH tuvo un efecto reductor, dosis-dependiente (2000-500 mg/kg p.c.) en los
niveles de glucosa plasmatica. La dosis de 2000 mg/kg p.c. disminuyo de 10.1+0.3
mM (placebo) a 8.0£0.4 mM de glucosa (extracto) (P<0.01) a 1h; el efecto se observo
hasta a las 6h después de la administracion del extracto de 9.1+0.6 mM (placebo) a
7.1+0.4 mM extracto (P<0.001) y Ss70EtOH (500 mg/kg p.c.) disminuyo el nivel de
glucosa a partir de 2h de 11.82 +0.4 mM (placebo) a 9.31+0.5 mM (P<0,001). En la
CTOG, ambos extractos mejoraron la tolerancia a la glucosa; Lm70EtOH (2000
mg/kg p.c.) disminuyd la glucosa plasmatica a 30min (9.39+0.3 mM; P<0,05) vs.
placebo, donde la glucosa a 60min fue 5.81+0.3 mM (P <0,01). Con Ss70EtOH (1000
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mg/kg p.c.) 30 y 60 min 15.4+0.6 mM (P<0,01) y 12.03+0.8 mM (P<0,0001)
respectivamente.

Lm70EtOH aumento la secrecion de insulina de 526+33.3 pUl/mL/islote/h (islotes no
tratados) a 1288.3+185.7 pUI/mL/islote/h (P<0,01) (10 mg/mL) y 2380.1+118.9
pUl/mL/islote/h (P<0,0001) (20 mg/mL). ElI mecanismo por el cual Lm70EtOH
estimulo la secrecion de insulina involucro a las quinasas PKA y PKC, ademas a la
via dependiente de los canales de K* y Ca®*. Adicionalmente, Lm70EtOH modulo la
expresion los genes de Insulina (Ins) 3.2 veces mas (P<0,00001) y transportador de
glucosa 2 (Glut2) 2.7 veces (P<0,001) en islotes pancreaticos murinos. También, se
observé una aumento en el consumo de glucosa en adipocitos de 8.88+0.3 mM (CN)
a 7.57+0.2 mM (P<0,0001) con 10 mg/mL lo que significa un aumento en la captacion
de glucosa. Este efecto puede ser explicado por la modulacién positiva de la
expresion génica del gen receptor de insulina (Insr) 0.6 veces mas (P<0,001) y
transportador de glucosa 4 (Glut4).

En conclusion, la actividad hipoglicemiante de Lm esta relacionada con secrecion de
insulina en islotes pancreaticos y la captacion de glucosa en adipocitos, ademas de
la expresion de genes relacionados con la homeostasis de la glucosa. Ss ejerce
efecto hipoglicemiante no explicado por los mecanismos estudiados.

Palabras claves: diabetes mellitus tipo 2, Lupinus mutabilis, Smallanthus
sonchifolius, islotes pancreéaticos, secrecidon de insulina, adipocitos primarios,

captacion de glucosa, hipoglicemiante, expresién génica,
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Abstract

The prevalence of type 2 diabetes mellitus in Bolivia and worldwide have increased in
recent years. The most part of available therapeutic strategies present adverse
effects, which justifies the search for new hypoglycemic agents. The use of natural
foods in diabetes has been considered as a source to find new therapeutic agents.
The objective of this thesis is to evaluate the hypoglycemic activity of Lupinus
mutabilis (Lm) and Smallanthus sonchifolius (Ss) through the modulation of insulin
secretion in pancreatic islets and/or glucose uptake in primary adipocytes
mechanisms.

Initially, hypoglycemic screening was performed by oral administration of Lm and Ss
extracts in normoglycemic mice; plasma glucose levels were determined at 0, 1, 2, 4
and 6 hours after administration of the extract. For CTOG, Lm70EtOH and Ss70EtOH
were administered orally one hour before glucose administration (2g/kg b.w.), plasma
glucose levels were determined at 0, 15, 30, 60 and 120 min. The effect of
Lm70EtOH on in vitro insulin secretion was evaluated in murine pancreatic islets, and
incubated with inhibitors to understand the pathways involved. On the other hand,
adipocytes were incubated with Lm70EtOH (5, 10 and 20 mg/mL) and 10 mM glucose
for 30 min. In both models, gene expression was quantified by real-time PCR of
genes associated with glucose homeostasis.

Lm70EtOH had a dose-dependent reducing effect (2000-500 mg/kg b.w.) on plasma
glucose levels. The dose of 2000 mg/kg b.w. decreased from 10.1 + 0.3 mM
(placebo) to 8.0 + 0.4 mM of glucose (with extract) (P<0.01) at 1 h; The effect was
observed up to 6 h after administration of the extract from 9.1 + 0.6 mM placebo to
7.1+£0.4 mM with extract (P<0.001) and Ss70EtOH (500 mg/kg b.w.) decreased the
glucose level from 2h 11.82 + 0.4 mM (placebo) at 9.31+0.5 mM (P<0.001). In the
CTOG, both extracts improved glucose tolerance; Lm70EtOH (2000 mg/kg b.w.)
decreased plasma glucose to 30min (9.39+0.3 mM; P<0.05) vs. placebo, where the
glucose at 60min was 5.81+0.3 mM (P<0.01). With Ss70EtOH (1000 mg/kg b.w.) at
30 min 15.4+0.6 mM (P<0.01) and 60 min 12.03+0.8 mM (P<0.0001) respectively.
Lm70EtOH increased insulin secretion from 526+33.3 pUl/mL/islet/h (untreated islets)
to 1288.3£185.7 pUl/mLl/islet/h (P<0.01) (10 mg/mL) and 2380.1+118.9 yUl/mL/islet/h
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(P<0.0001) (20 mg/mL). The mechanism by which Lm70EtOH stimulated insulin
secretion involved the PKA and PKC kinases, in addition to the K* and Ca** channels
dependent pathway. Additionally, Lm70EtOH modulates the Insulin (Ins) 3.2 times
more (P<0.00001) and glucose transporter 2 (Glut2) 2.7 times (P<0.001) gene
expression in murine pancreatic islets. In addition, an increase in glucose
consumption in adipocytes from 8.88£0.3 mM (NC) to 7.57+0.2 mM (P<0.0001) was
observed with 10 mg/mL which means an increase in glucose uptake. This effect can
be explained by the positive modulation of the gene expression of the insulin receptor
gene (Insr) 0.6 times more (P<0.001) and glucose transporter 4 (Glut4).

In conclusion, the hypoglycemic activity of Lm is related to insulin secretion in
pancreatic islets and glucose uptake into adipocytes, in addition to the expression of
genes related to glucose homeostasis. Ss exerts hypoglycemic effect not explained
by the mechanisms studied.

Keywords: type 2 diabetes mellitus, Lupinus mutabilis, Smallanthus sonchifolius,
pancreatic islets, insulin release, primary adipocytes, glucose uptake, hypoglycemic,

gene expression.
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1. INTRODUCCION

La prevalencia de diabetes mellitus se ha incrementado rapidamente en los ultimos
afios a nivel mundial. De acuerdo a la International Diabetes Federation (IDF) el
ndamero de personas con diabetes en el mundo fue aproximadamente 346 millones y
se estima que para el afio 2030 se incrementaria a 552 millones de enfermos
(Whiting et al, 2011). La diabetes mellitus tipo 2 representa el 90% de todos los
casos de Diabetes, y esta muy relacionada al estilo de vida de las personas, la
obesidad, factores genéticos y epigenéticos, etc. (Kahn et al., 2014; Miller et al.,
2008; Olsson et al., 2014; Wajchenberg & Cohen, 2014). En América Latina se
convirtid en un problema mayor ya que representa una pesada carga el costo de
tratamiento en la sociedad. No solo es el gasto en el tratamiento y los cuidados
respectivos, también indirectamente como la pérdida de productividad y la mortalidad
prematura (Barcel6 & Rajpathak, 2001).

En Bolivia, la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 se ha incrementado
considerablemente en los ultimos afos, debido a cambios de estilo de vida y habitos
alimenticios en la poblacion (Barcel6 & Rajpathak, 2001). En los dltimos cinco afos,
el registro de casos de diabetes en el pais se incrementé en un 30%, de 64,136 en
2010 a 89,916 casos en 2015, con aumento de 8% por afio de 83,000 casos en 2014
a 90,000 casos en 2015. Se prevé que hasta el 2020 la cifra de casos con esta
enfermedad se duplique y llegue a 180 mil, segun informes del Ministerio de Salud
2015 (PaginaSiete, 2016). Santa Cruz es el departamento con mayor incidencia de la
enfermedad con 35,300 casos; seguido de La Paz, con 15,495 y Cochabamba con
13,453 (La Razon, 2015).

Las causas principales son relacionadas al sobrepeso y/o la obesidad debido a que
estos son factores predisponentes a la diabetes mellitus tipo 2 (Stienstra et al., 2014;
Yang et al., 2013). Si bien existen estrategias terapéuticas para el tratamiento de la
diabetes tipo 2, muchos de ellos presentan efectos secundarios, como hipoglicemia y
sobrepeso, que manifiestan la necesidad de la busqueda de nuevos tratamientos
coadyuvantes o alternativos a la actual terapia.

Bolivia tiene una gran diversidad de mesetas ecoldgicas que son una fuente

potencial de productos de origen natural con propiedades medicinales. Son las
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culturas nativas de estas regiones quienes han mantenido su conocimiento ancestral
durante varias generaciones y ofrecen informacion oral de los beneficios de su uso.
Asi, varias plantas y semillas han venido siendo utilizadas por sus propiedades
nutricionales y en los ultimos afios han sido aplicadas para el tratamiento alternativo
de la diabetes y sus complicaciones (Jacobsen et al, 2006; Valentova & Ulrichova,
2003).

A pesar de ser un pais con riqueza alimenticia grande, no se tienen documentados
los beneficios de estos en la salud. Se conoce de granos, cereales y tubérculos de
uso comun alimenticio con actividad anti-diabética, entre ellos: Lupinus mutabilis y
Smallanthus sonchifolius, pero los mecanismos por el cual ejercen beneficios sobre
la diabetes mellitus tipo 2 son poco conocidos.

En este sentido se planted0 estudiar la propiedad anti-diabética de plantas
alimenticias (nutraceuticos) en modelos animales y celulares (islotes pancreaticos y
adipocitos primarios); que por usos tradicionales refieren efecto hipoglicemiante,
Lupinus mutabilis y Smallanthus sonchifolius (Baldedn et al., 2012; Delgado et al.,
2013; Fornasini et al., 2012; Habib et al., 2011; Jacobsen et al., 2006; Oliveira et al.,
2013; Pedreschi et al, 2003).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

Evaluar la actividad hipoglicemiante de los extractos acuoso, hidroetandlico
y etandlico de L. mutabilis y S. sonchifolius en modelos animales y

celulares.

2.2. Objetivos Especificos

Evaluar la actividad hipoglicemiante de los extractos acuoso, hidroetandlico
y etandlico de semillas L. mutabilis y tubérculos de S. sonchifolius en
ratones Swiss albino.

Evaluar el efecto del extracto con mayor actividad de L. mutabilis y S.
sonchifolius sobre la curva de tolerancia a la glucosa en ratones Swiss
albino.

Evaluar el efecto de L. mutabilis y S. sonchifolius sobre la secrecion de
insulina en islotes pancreaticos de ratones Swiss albino.

Determinar el mecanismo de accion por el cual L. mutabilis y S.
sonchifolius promueven la secrecion de insulina empleando bloqueadores
de canales de K"y Ca*"

Determinar el mecanismo de accion por el cual L. mutabilis y S.
sonchifolius promueven la secrecidén de insulina empleando inhibidores de
vias de transduccién mediadas por PKA, PKC y Proteina G.

Determinar los niveles de expresion génica de los mediadores de
moleculares en la secrecién de insulina mediante PCR en tiempo Real,
insulina y transportador de glucosa 2.

Evaluar el efecto de L. mutabilis y S. sonchifolius sobre la captacién de la
glucosa en adipocitos primarios.

Determinar los niveles de expresion génica de los mediadores de
moleculares en la captacion de glucosa mediante PCR en tiempo real,

transportador de glucosa 4 y receptor de insulina.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Diabetes Mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad provocada por un desorden
metabdlico cronico en el organismo, con un incremento de casos reportados en todo
el mundo. Se caracteriza por hiperglicemia, resistencia a la insulina y deficiencia
relativa de insulina. Ademas resulta de la interaccién entre factores genéticos,
medioambientales y estilo de vida, la inactividad fisica, sedentarismo, consumo de
cigarro y alcohol (Olokoba et al., 2012). Los posibles blancos terapéuticos estan
ligados a la via de secrecion de insulina por los islotes pancreaticos (sulfonilureas),
captacion de glucosa en tejidos periféricos (miocitos y adipocitos) (glitazonas),
disminucién de la gluconeogénesis y glucogendlisis en los hepatocitos y disminucion
de la absorcion de glucosa intestinal (metformina) (Ashcroft, 1996; Hauner, 2002;
Song, 2016).

3.2. Pancreas

El pancreas es una glandula endocrina y exocrina. La porcién exocrina comprende
de tejido acinar responsable de la secrecion de enzimas digestivas en el jugo
pancreatico. La porcién endocrina esta representada por los islotes pancreaticos, con
sus diversas células que secretan péptidos con funciones diferentes (In’'t Veld et al,
2010).

3.2.1. Islotes pancreaticos

Los islotes de Langerhans son un acumulo de tejido endocrino que ocupan
aproximadamente 1-2% del total de tejido pancreatico (Filipsson et al, 2001; In’t Veld
et al, 2010). El tamafo de islotes humanos y murinos son similares, pero existen
algunas diferencias entre las caracteristicas de los islotes pancreaticos humanos y
murinos, por ejemplo las células B (productoras de insulina) son del 50-70% en
humanos y 60-80% en ratones. Las células a (productoras de glucagon) del 20-40%
en humanos y 10-20% en ratones. El ratio entre células B y células a es mayor en
ratones comparados al islote humano. Las células & (productoras de somatostatina) y
células PP (productoras de polipéptido pancreatico) son alrededor del 10% en
humanos y 5% en ratones. Finalmente, las células épsilon (producen la grelina) son
menos del 1% (Cabrera et al., 2006; Dolensek et al, 2015; Steiner et al, 2010). En
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ratones las células B se encuentran en la parte central y las células a en el borde de
los islotes, mientras en humanos la distribucién de las células B es irregular lo que
influird en su respuesta al aumento de la glucosa (Cabrera et al., 2006; Kim et al.,
2009) (Figura 1).

.....

Islotes
pancreaticos

' beta
& apha
@ delta
® PP

Acino X6 X Ab 2Qp_m::::

Ducto
intercalado

Figura 1. Diferencias entre islotes humanos (izq) y ratones (der). Fuente: Dolensek, 2015

3.3. Célula B pancreaticas
Estas células estan altamente especializadas para controlar la produccion,
procesamiento, almacenamiento y modulacion de la secrecidon de insulina en
respuesta a moléculas insulinotrépicas (Lazo de la vega & Fernandez, 2009). De esta
manera mantienen los niveles de insulina adecuados en el organismo para el
metabolismo de la glucosa. La produccion de insulina es alterada en Diabetes
mellitus tipo 1, debido a la destruccién autoinmune de la célula B; en la diabetes
mellitus tipo 2 por fallas multifactoriales complejas, por ejemplo: disminucion de
produccion de insulina debido al estrés en respuesta a la resistencia a la insulina,
disminucién de la masa celular, etc. (Lacy, 2010; Leibiger et al, 2008).
3.3.1. Canales de K* dependiente de ATP
Las células B pancreaticas expresan en su membrana canales de K* dependientes
de ATP (Cook & Hales, 1984), asi también expresan los miocitos (musculo liso y
esquelético), cerebro, rifibn. Muchos estudios han demostrado que los canales de K*
dependiente a ATP son heteromultimeros de dos diferentes subunidades: Una
subunidad de 145 kD que une a sulfonilurea (SURX) (Aguilar-Bryan et al, 1995) y una
pequefa subunidad de 36 kD el cual pertenece a la familia de proteinas Kir (Kir6.x)
(Inagaki et al , 1995). Dos isoformas de SURx han sido identificados SUR1 y SUR2.
5
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SUR1 exhibe alta afinidad de union a sulfonilurea y estd presente en células
neuroendocrinas y células 3 pancreaticas (Aguilar-Bryan, 1995). Las subunidades Kir
forman el poro de los canales de K dependiente de ATP; la isoforma Kir6.2 es
altamente expresada en islotes pancreéticos y lineas celulares productoras de
insulina (Inagaki et al, 1995). Las sulfonilureas cierran los canales de K™ dependiente
de ATP, provocando un incremento en la secrecién de insulina por las células
(Lippiat et al, 2002) (Figura 3).

3.3.2. Canales de Ca®" sensibles a voltaje

Los canales de Ca?* sensibles a voltaje juegan un papel importante en el estimulo de
secrecién de insulina en las células B, principalmente para al incremento de Ca*
intracelular (Straub & Sharp, 2002). Estos canales son activados de acuerdo a las
fluctuaciones de potenciales en la membrana celular (actividad eléctrica), el cual se
inicia por el cierre de los canales de K* dependiente de ATP (Braun et al., 2008; Satin
& Cook, 1985).

3.3.3. Proteina G

Las proteinas de union a GTP (proteinas G) juegan un papel importante en varios
procesos celulares. Estas median procesos de transduccion de sefial por hormonas
en las células endocrinas. Existen subclases de proteinas G con diferentes funciones
celulares, asi como G; (proteina que media la inhibicion de la adenilato ciclasa), G
(abre los canales de K*), ademas de otras como ser: Go, Gpia, Gpic Y Ge coOn funciones
especificas. Algunas subclases de proteina G presentes en células B pancreaticas
juegan un papel importante en la secrecion de insulina dependiente de la
sefalizacion de proteina G, entre ellas estan las proteinas G; y Ge. Las proteinas Ge
principalmente han sido funcionalmente ligadas a la exocitocis de la insulina (Hoa et
al, 2004; Hoa et al., 2007).

3.3.4. Proteina quinasas

Existen dos quinasas de proteinas involucradas en la secrecion de insulina. Proteina
guinasa A es un heterotetrAmero compuesto por 2 subunidades regulatorias y 2
cataliticas (Gao et al., 2002; Nesher et al., 2002). En las células B pancreaticas, la via
de sefializacion iniciada por incretinas: GIP y GLP-1 inician la sefalizacion a través

de la proteina Gsa, derivando en la activacion de la adenilato ciclasa, que incrementa
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la produccién de cAMP (Efendic et al., 2002; Yajima et al., 1999). El aumento de
cAMP potencia la secrecion de insulina a través de la actividad de PKA y el aumento
de Ca**(Seino, 2005).

Protein quinasa C, es una serina/treonina quinasa, con una familia que comprende
de 10 isoformas distribuidas en diferentes tejidos, con funciones especificas (Bastani
et al., 1995; Bosch et al., 2004; Hashimoto et al., 2005; Shigeto et al., 2015; Wang et
al., 2012). Esta quinasa es activada a través de la sefializacion continuada por DAG
para iniciar la secrecién de insulina por las células B (Biden et al., 2010; Kang et al.,
2006). Las isoformas de PKC juegan importantes papeles en un gran niamero de
procesos celulares, desde funciones fisiolégicas, tal como el crecimiento celular y
diferenciacion, proliferacion, expresion génica, transduccion de sefal, secrecion y
exocitocis, contraccion muscular (Bastani et al., 1995; Biden et al., 2010; Kim et al.,
2001). También esta asociado con la homeostasis de glucosa en los islotes
pancreaticos, higado, tejido adiposo, musculo esquelético (Ahmed et al, 2015; Biden
et al., 2010).

3.3.5. Transportador de glucosa 2 (GLUT?2)

El trasportador de glucosa 2 es una proteina de membrana que facilita el ingreso de
glucosa en células de mamiferos. El gen de GLUT2 se expresa en higado, intestino
delgado, rifidn y células B pancreaticas (Waeber et al, 2014). En la expresion génica
de GLUTZ2, varios factores de transcripcion como; MafA (v-maf musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene homologue A), Pdx-1 (pancreatic and duodenal homeobox-1)
activan la transcripcién del gen de la insulina (Lazo de la vega & Fernandez, 2009).
La actividad de estos factores de transcripcion son glucosa dependiente al igual que
la expresidn del gen de la insulina (Dai et al., 2012; Pang et al., 1994).

3.3.6. Gen de lainsulina

En los mamiferos la insulina esta codificada especificamente en las células B de los
islotes pancreaticos. En la mayoria de las especies la insulina existe como Unico gen,
mientras que en rata y raton se tiene dos genes no-alélicos. En humanos, el gen de
insulina esté localizado en el brazo corto del cromosoma 11 (p15.5); mientras que en
ratas los genes de insulina | y Il son co-localizados en el cromosoma 1 y en ratones

se localiza en dos diferentes cromosomas: gen de insulina | en el cromosoma 19 y
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gen de insulina Il en el cromosoma 7. El gen de la insulina Il murinos y gen de
insulina humano contiene 3 exones y 2 intrones, el gen de insulina | no tiene el

segundo intron (Melloul et al, 2002a).

La expresion génica del gen de la insulina, estimulada por la glucosa es potenciada
por su promotor que tiene sitios de union a factores de transcripcion; A3, E1y C1,
los cuales son unidos por Pdx-1, NeuroD1 (neurogenic differenciationl)/Beta2 y MafA
respectivamente (Andrali et al, 2008; Lazo de la vega & Fernandez, 2009; Melloul et
al., 2002a), estos tres factores de transcripcion actlan sinérgicamente para promover
la expresion del gen de la insulina en respuesta a la glucosa (Mazzucato et al., 2012;
Andrali et al., 2008; Kataoka et al., 2002; C. Zhang et al., 2005; Zhao et al., 2005).
Ademas de los coactivadores transcripcionales, como p300 que afecta a la estructura
de la cromatina. (Melloul et al, 2002b; Poitout et al., 2006).

La insulina es inicialmente sintetizada como un polipéptido de 110 aminoéacidos,
conocido como pre-insulina. Este precursor contiene 24 aminoacidos hidrofobicos, y
en su extremo N-terminal se encuentra el péptido sefial que es removido durante la
translocacion del citoplasma al reticulo endoplasmico, derivando en la proinsulina el
cual comprende de las cadenas A, By C con tres uniones de disulfuro. La protedlisis
de la proinsulina en las vesiculas secretoras por las convertasas pro-hormona (PC1y
PC2) y carboxipeptidasa E, remueven parte del péptido C del resto de la molécula,
manteniendo las uniones disulfuro. Esta parte restante es conocida como insulina
madura, consta de 21 aminoéacidos en su cadena A y 30 aminoacidos en la cadena B
(In’t Veld et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Procesamiento postraduccional de insulina. Fuente:
http://www7.uc.cl/sw_educ/biologia/bio100/html/portadaMival2.1.1.4.6.html

3.4. Mecanismos de secrecion de insulina

Existen dos vias de secrecion de la insulina, una via es dependiente de los canales
de K", que libera la insulina previamente sintetizada y almacenadas en vesiculas
secretorias y la otra via es independiente de los canales de K", que activa la sintesis
de insulina para ser secretadas en la segunda fase de la secrecion de insulina.

3.4.1. Estimulacion de secrecion de insulina por glucosa

En concentraciones bajas de glucosa (3-5 mM glucosa) existe un nivel basal de
secrecion de insulina, para mantener la homeostasis de la glucosa. Esta secrecion se
incrementa cuando la concentracién de glucosa es elevado (10-25 mM glucosa),
durante el periodo postprandial principalmente, en las condiciones de glucosa
elevada las células B secretan gran cantidad de insulina hacia la circulacién
(Henquin, 2000; Jitrapakdee et al, 2002).

3.4.2. Via dependiente del canal de K* sensible a ATP

Esta es una de las vias mas importantes para la secrecion de insulina dependiente
de glucosa en la célula B. La glucosa entra a las células 3 a través del transportador
de glucosa 2 (GLUT?2) en ratones (Chen et al., 1990) y transportador de glucosa 1
(GLUT1) en humanos (Vos et al., 1995). Los transportadores GLUT permiten el
transporte de alta capacidad y baja afinidad necesario para equilibrar las
concentraciones de glucosa a través de la membrana y ayudar a mantener un ritmo
alto de metabolismo en las células B (Jitrapakdee et al., 2002). La glucosa es
fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6P) por la glucoquinasa; posteriormente sigue con

las etapas de la glucdlisis y de la oxidacion de glucosa, para generar ATP, por lo
9
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tanto existe un incremento el ratio intracelular de trifosfato de adenosina/difosfato de
adenosina (ATP/ADP). Esto provoca el cierre de los canales de K* dependientes de
ATP, causando la despolarizacion de la membrana celular de las células 3, ademas
provoca la apertura de los canales de Ca®" dependientes de voltaje. EI Ca?'
extracelular entra en las células B, incrementandose asi los niveles de Ca®" citosoélico
suficientes para estimular la liberacion de las vesiculas que contiene insulina, via

exocitocis (Muoio & Newgard, 2008) (Figura 3).
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Figura 3. Modelo esquematico de secrecion de insulina en las células B pancreaticas. Fuente: Beta Cell
Biology Consortium, 2004 modificado.

3.4.3. Viaindependiente del canal de K* sensible a ATP

Existen otros segregatogos de insulina que tienen efecto en las células (. Por
ejemplo tenemos a las hormonas gastricas, también llamadas incretinas, asi como el
polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP del inglés, Glucose-
dependent insulinotropic polypeptide) y péptido similar a Glucagén (GLP-1, del inglés
Glucagon-like peptide) que son liberados después de la ingesta de alimentos
(Macdonald et al., 2002). Estos potencian la secrecién de insulina gracias al

incremento de cAMP por activacién con el adenilato ciclasa después de la ingestion
10
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de comida (Macdonald et al., 2002; Muoio & Newgard, 2008; Nauck, 1998). Otros
estimulos provenientes del sistema nervioso, como el parasimpatético potencian la
secrecion de insulina debido a la unién de la acetilcolina a su receptor en los islotes
pancreéticos. Esta estimulacién involucra la activacion de la fosfolipasa C, se genera
IP; y DAG, estos segundos mensajeros activan diferentes vias involucradas en la
secrecion de insulina; por ejemplo, IP; promueve la liberacién de Ca?" del reticulo
endoplasmatico y DAG activa a la proteina quinasa C (Barker et al, 2002). Ademas,
existen otros nutrientes como los aminoacidos (Vega-monroy & Fernandez-mejia,
2011) y acidos grasos libres que regulan la secrecién de insulina, por ejemplo, la
leucina y alanina que son metabolizados y generan incremento de ATP (Vega-
monroy & Fernandez-mejia, 2011) (Figura 3).

3.4.4. Secrecidon de insulinay calcio

Un incremento de la concentracién libre de Ca®* citosélico activa muchos procesos
celulares, asi como también ocurre la activacion de la secrecion de insulina en las
células B. Muchos de los experimentos in vitro, demostraron que la concentracion de
Ca®" citosdlico es ~20 -100 nM, mientras que la concentracion extracelular es -~ 1-2
mM. Los canales de Ca*" sensibles a voltaje regulan la entrada de Ca*" del espacio
extracelular dentro de las células B para la secrecion de insulina a través de la
activacion de la maquinaria exocitica (Srivastava et al., 1999).

3.4.5. Secrecién de insulina e bloqueadores

Algunos bloqueadores tienen efecto especifico en alguna via relacionada con la
secrecion de insulina en las células . Diazoxide (Dx) es un farmaco que mantiene
abierto los canales de K* dependiente de ATP, por lo tanto la secreciéon de insulina
es disminuida (Trube et al, 1986). Nifedipine (Nif) actia bloqueando los canales de
Ca’" voltaje dependiente, suprimiendo el ingreso de Ca®" necesario para la secrecion
de insulina en las células B (Straub & Sharp, 2002). H89 y Calphostin-C (Cal-C) son
inhibidores de las proteina quinasas A y C respectivamente (Bruns et al., 1991;
Filipsson et al, 1998; Thams et al, 2005; Thams & Capito, 2001), estas quinasas
juegan un papel importante en la secrecién de insulina independiente de los canales
de K" y se activan mediante sefializacion de segundos mensajeros asi como cAMP y

DAG. Pertusis toxina inhibe reversiblemente la secrecién de insulina dependiente de

11
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proteina Gjy Ge via ADP-ribosilacion (Hoa et al., 2007; Komatsu et al., 2002) (Figura
4).
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Figura 4. Modelo esquematico de la accion de los inhibidores sobre la célula B pancreatica. Fuente: Beta

Cell Biology Consortium, 2004 modificado.

3.4.6. Maquinaria exocitica de lainsulina

El proceso de exocitocis concierne de trafico y fusion de las vesiculas que contienen
la insulina con la membrana plasmatica, es un proceso fundamental regulado por una
maquinaria diversa de interaccion proteina-proteina (Li & Chin, 2003).
Funcionalmente esta dividido en 4 etapas: anclaje, union, cebado y fusion. Anclaje es
la etapa de la formacion del complejo SNARE (soluble N-ethyl maleimide sensitive
factor attachment protein receptors), las proteinas se unen a los lugares de unién en
la membrana. Unién, comprende de vesiculas cerca de la membrana con distancias
<30-50 nm, durante esta etapa puede ser disociado. La subfamilia GTPasa
monomerica Rab27 y efectores Rab han sido recientemente propuestos que regulan
las etapas anclaje y union. Cebado, es un proceso ATP dependiente, una etapa
donde se establece el complejo trans-SNARE para fusionarse. La Ultima etapa ocurre

cuando las vesiculas se fusionan y se abren hacia afuera de la célula. En las células
12
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de mamiferos se expresan mas de 30 diferentes proteinas SNARE y estan
clasificados en dos grupos: v(vesicle)- y t(target)-SNAREs dependiendo de su
localizacion (Valladolid-Acebes et al., 2015; Wang & Thurmond, 2009) (Figura 5).

VAMP —— JIi

Anclaje  Union Cebado Fusion

Figura 5. Modelo esquematico de la maquinaria exocitica en la secrecion de insulina. Fuente: Johansson,
2007 modificado.

3.5. Tejido adiposo

El tejido adiposo muy conocido por su alta capacidad para almacenar energia en
forma de los acumulos de grasa en el cuerpo. Actualmente se conoce también como
un érgano metabdlicamente complejo y activo que secreta citoquinas con importante
funcidn endocrina, principalmente relacionado con la diabetes mellitus tipo 2,
inflamacion y la obesidad (Chawla et al., 2011; Davies & Philip, 2015; Qiu, et al.,
2016; Rajan & Longhi, 2016; Stienstra et al., 2014; Weisberg et al., 2003). Existen
dos tipos de tejido adiposo en los mamiferos: tejido adiposo blanco y pardo. La
principal funcién del tejido adiposo pardo es generar el calor corporal (Kershaw &
Flier, 2004).

3.5.1. Tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco esta presente en mayor cantidad, y se localiza en diferentes
lugares del organismo; tiene diferentes funciones tal como el almacenamiento de
energia, sefalizacion hormonal y de la insulina, metabolismo de la glucosa,
mantenimiento de la homeostasis de lipidos, entre otros. Existen dos tipos de tejido
adiposo blanco; el tejido adiposo subcutaneo el cual esta localizado en la periferia

debajo de la piel, y el otro tipo él es tejido adiposo blanco visceral, es el que cubre a
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los organos internos. El tejido adiposo blanco visceral es metabdlicamente mas
activo, donde se observa mayor transporte y flujo de &cidos grasos que se liberan
directamente a la circulacion portal y al higado (Bruce, 2014; Kershaw & Flier, 2004).
3.5.2. Microambiente del tejido adiposo

Dentro del microambiente del tejido adiposo blanco tenemos una gran cantidad de
células con actividades diferentes y muy importantes. Las células progenitoras de
adipocitos se encuentran en la fraccion vascular estromal (SVF, del inglés stromal
vascular fraction) e incluye a las células madre mesenquimales y preadipocitos. Los
macrofagos son un componente natural y esencial, su principal funcion es eliminar
células afectadas por infeccion a través de la fagocitosis y la liberacion de citoquinas
(Gordon & Taylor, 2005; Muoio & Newgard, 2008). Cuando el tejido adiposo se
expande, los macrofagos proliferan y secretan citoquinas pro-inflamatorias
(macréfagos M1), promoviendo a la resistencia a la insulina tanto a nivel local y
sistémico. Ademas existen otros tipos celulares: células endoteliales, linfocitos,
mastocitos, fibroblastos y leucocitos (Davies & Philip, 2015; Geem et al., 2012; Qiu et
al., 2016; Weisberg et al., 2003).

3.5.3. Adipocitos, estructuray funcién

Los adipocitos son un tipo celular mas abundante del cuerpo y representan
aproximadamente del 20-40% en el tejido adiposo, pero ocupan cerca al 90% del
volumen del tejido. La mayor parte de su citoplasma esta ocupado por gotas de
grasa conteniendo triglicéridos, colesterol, etc. Su nucleo se encuentra en un
extremo, adyacente a la membrana celular, ademas de escasa cantidad de
mitocondrias (Yang, 2008).

Las principales funciones de los adipocitos son mantener la reserva de energia
después de las comidas y liberacion de energia entre las comidas y en ayunas. Esta
funcién es llevada a cabo por dos procesos denominados, lipogénesis y lipolisis
respectivamente mediado por la insulina (Yang, 2008).

Después de las comidas, los &cidos grasos son almacenados en forma de
triglicéridos dentro de las gotas de grasa de los adipocitos, este proceso es
denominado lipogénesis. La mayor fuente que contribuye la lipogénesis es la dieta de

donde se realiza la captacion de acidos grasos libres de la sangre para la sintesis de
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triglicéridos; este proceso es insulina dependiente, el cual es liberado en respuesta a
la elevada concentracion de glucosa (Frayn, 2010). En condiciones de ayunas y
tiempos prolongados entre comidas, la energia se obtiene del metabolismo de los
adipocitos y ser liberado en forma de &cido graso, para su metabolismo en el tejido
muscular. La lipdlisis basal ocurre continuamente en bajas cantidades dentro los
adipocitos (Rosen & Spielgelman, 2014).

3.5.4. Transportador de glucosa 4 (GLUT4)

GLUT4 es una proteina de membrana dependiente de insulina que transporta
glucosa hacia las células. Es controlada por el estatus metabdlico, nutricional y
hormonal tejido especifico y es expresada principalmente en células de musculo,
tejido adiposo y corazon. Es la via responsable de la captacion de glucosa en
musculo y adipocitos estimulado por insulina (Im et al., 2007). En tejido adiposo y
musculo, muchos factores de transcripcion estan envueltos en la regulacion de
expresion génica de Glut4, entre ellos: C/EBP-a (CCAAT/enhancer Binding Protein),
SREBP-1c (Sterol Response Element Binding Protein-1c), LXRa (Liver X Receptor a)
(Im et al., 2007). La transcripcion de Glut4 en tejido adiposo es disminuida en modelo
insulino-deficiente y diabetes de tipo 2 (Carvalho et al, 2005)..

3.5.5. Captacion de glucosa en adipocitos

GLUT4 es la isoforma que tiene mayor actividad en el transporte de glucosa en tejido
muscular y adiposo y que se redistribuye en forma dinamica en la membrana celular
y en vesiculas citoplasmaticas (Leney & Tavare, 2001); en las células no
estimuladas, la mayoria de GLUT4 se encuentran dentro de las membranas
intracelulares (vesiculas), solo con <5% del total de GLUT4 presentes en la
membrana plasmatica (Hashiramoto & James, 2000; Kupriyanova et al., 2002).
Después del estimulo con insulina mas del 50% del total de GLUT4 se exponen
sobre la membrana plasmatica (Govers, 2014). La glucosa ingresa con mayor
afinidad a través de los transportadores GLUT4 en los adipocitos, y también a través
de las GLUTL1 que provee el estado basal de glucosa (Al-hasani et al, 1999; Huang &
Czech, 2007). La captacion de glucosa en adipocitos promueve la lipogénesis,
debido al incremento del metabolismo de glucosa y generacion de Acetil-Coa a

través de la glucolisis (Wilcox, 2005).
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3.5.6. Receptor de insulinay su sefalizacién

El receptor de la insulina en humanos, un heterodimero, estda compuesto de dos
subunidades a extracelulares y dos subunidades 3 transmembrana. La subunidad a
contiene un dominio de unién a ligando extracelular que regula la actividad tirosina
guinasa de las subunidades B (Lin & Sun, 2010). Las subunidades B son activadas
por autofosforilacion cuando la insulina se une a su receptor, esta activacion provee
un sitio de union de varias moléculas corriente debajo de sefalizacion, incluyendo las
proteinas Shc, Grb2 y el substrato del receptor de insulina (IRS, del inglés insulin
receptor substrate). Esta cascada de sefializacion converge afectando rutas
metabdlicas y vias regulatorias/mitogénicas. Cuando IR es activado, recluta a IRS el
cual se une al residuo fosforilado. Al unirse, se activa por accion de la actividad
tirosina kinasa de la IRS (Danielsson et al., 2005) (Figura 6).

3.5.7. Sefializacion IRS/PI 3-Kinasa

Una vez activados tanto IRS-1 y IRS-2, interaccionan con Pl 3-K y Grb2. Estas
proteinas son las primeras moléculas de las dos vias principales de sefializacion de
la insulina: la via Pl 3-K-AKT que conduce a la traduccion de proteinas, control
metabdlico, ciclo celular; la otra es la via de las Ras-MAPK que controla el
crecimiento celular y la diferenciacion (Belfiore et al, 2009; Siddle, 2011) (Figura 6).
3.5.8. Sefializacién de insulina dependiente de Pl 3-Kinasa

Las moléculas de membrana PIP, son convertidas a PIP3 por la actividad de la PI3-
Kinasa. La PI3-Kinasa esta compuesto de una subunidad regulatoria y una
subunidad catalitica, que fosforila la posicion 3'OH del fosfatidil inositol en la
membrana plasméatica, generando fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3). Estos PIP;
generados son especificamente reconocidos por proteinas que contienen dominios
PH (Plekstrin Homology), el cual esta redistribuido en la membrana plasméatica (Ueki
et al., 1998).
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Via de Seiializacion

Estrés celular, mitogénica

citoquinas

Figura 6. Esquema sefializacion de insulina en adipocitos. Fuente: Danielsson, Anna 2007 modificado

Akt es una proteina conocida como proteina quinasa B (PKB), es un intermediario
para la sefalizacion de insulina y factores de crecimiento, responde por estimulo de
Pl 3-Kinasa. Akt fosforila a la quinasa glucégeno sintasa 3 (GSK-3 del inglés,
Glycogen Synthase Kinase-3) (Cross et al, 1995) y promueve la translocacion de
GLUT4 en adipocitos (Miura et al., 1997), para el transporte de glucosa y la sintesis
de glucégeno en miocitos (Ueki et al., 1998).

Uno de los substratos de Akt identificados en adipocitos 3T3-L1, es AS160 (Akt
Substrate of 160 kDa) (Kane et al., 2002). Esta proteina tiene un dominio que activa
a las Rab GTPasa y fosforila a muchos residuos de Serina y Treonina en respuesta a
la sefializacién de insulina. En adipocitos estimulados, AS160 tiene una distribucion
mayor en el citoplasma, en relacién a adipocitos no estimulados. Se ha demostrado
gue es esencial para la translocacion de las vesiculas que contienen a
transportadores GLUT4, activando la maquinaria exocitica (proteinas Rab) (Govers,
2014). Otra via que regula la translocacion de GLUT4 es por la PKCZ/A activado por
la PI 3K (Figura 6).
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3.6. Resistencia alainsulina

La resistencia a la insulina es una condicién en la que la concentracion de insulina en
un organismo no es capaz de mantener el nivel normal de glucosa sanguineo. Los
defectos de la habilidad para captar glucosa ocurren a nivel de los tejidos periféricos
(tejido muscular, hepatico y adiposo). La células B secretan mas insulina para
compensar la anormal respuesta a la insulina, y a medida que pasa el tiempo se
genera una progresiva pérdida de la funcionalidad de las células B, para liberar
insulina en respuesta a la elevada concentracién de glucosa, y se genera lo que es
diabetes mellitus tipo 2 (Danielsson et al, 2005). La resistencia a la insulina en
adipocitos resulta de una transduccion de sefial anormal del receptor de insulina a
respuestas especificas y la inhibicion de la lipolisis (Muoio & Newgard, 2008; Tan et
al., 2015), ademas de estrés en el reticulo endoplasmatico, estrés oxidativo,
disfuncion mitocondrial, hipoxia y otros (Lee & Lee, 2014). Adicionalmente, la
inflamacion a nivel de tejido adiposo juega un importante rol en la resistencia a la
insulina (Hotamisligil, 2000; Lee & Lee, 2014).

3.7. Especies en estudio

3.7.1. Lupinus mutabilis (tarwi).

Lupinus mutabilis (Lm), de nombre tradicional Tarwi, es una leguminosa, las semillas
forman parte de la dieta de la poblacion que vive en zonas altas de los Andes,
encontrdndose por casi toda Latinoamérica. Su importancia radica en la elevada
cantidad de aceite contenidas en sus semillas, es por eso considerada como la soya
de los andes (Gonzales et al., 2016). Las proteinas y aceites constituyen mas de la
mitad de su peso, con un 35.5% de proteinas, 16.9% de aceites, 7.65% de fibra
cruda, 4.145% de cenizas y 35.77% de carbohidratos (Gonzales et al., 2016;
Jacobsen et al.,, 2006). Contiene una gran cantidad de alcaloides quinolizidina y
lupanina, lupanidina, 13-hidroxi-lupanina, 4-hidroxi-lupanina, esparteina y tetrahidro-
roombifolina. Se ha descrito que alguno de estos componentes ejercen efectos anti-
diabéticos (Fornasini et al., 2012)

Entre los usos medicinales tradicionales estan: la diabetes, problemas renales,

cansancio, etc. En un estudio clinico de fase | para analizar el efecto de L. mutabilis
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sobre los niveles plasmaticos de insulina y glucosa se demostré que su consumo por
sujetos sanos, jovenes de peso normal, no altera significativamente los niveles
sanguineos de glucosa (Gonzales et al., 2016) e insulina (Fornasini et al., 2012). Por
otro lado, la ingesta de dosis similares por individuos con hiperglicemia (glucosa en
ayunas > 100 mg/dL) disminuyé significativamente los niveles de glucosa (Baldedn et
al, 2012; Fornasini et al., 2012).

3.7.2. Smallanthus sonchifolius (Yacon).

Smallanthus sonchifolius (Ss), de nombre tradicional Yacon, es un tubérculo de
cultivo original de tierras altas en Sudamérica, constituye parte de la dieta de la
poblacién que viven en esos lugares, por lo general son consumidas como frutas o
también secas. Se utiliza para calmar la sed en algunos lugares, gracias al contenido
alto de agua que tiene la raiz fresca, para rejuvenecer la piel y aliviar problemas
gastrointestinales, hepaticos y renales (Mayta et al., 2004)

Ss contiene abundante Fructooligosacaridos (FOS) y compuestos fendlicos
antioxidantes (Adam et al, 2005), proteinas, carbohidratos y lipidos; entre los
micronutriente (sodio, potasio, magnesio, calcio, fosforo, hierro, zinc y magnesio) y
algunos metabolitos secundarios: sesquiterpeno lactonas (STLs), Flavonoides o
compuestos fendlicos relacionados a acidos clorogénicos (CGA) (De Oliveira et al.,
2011; Simonovska et al, 2003), adicionalmente se identificaron otros compuestos
incluyendo a diterpenos y fenilpropanoides (Qiu et al, 2008). Por otro lado, en analisis
por HPLC se demostré la presencia de compuestos aromaticos, acido cumarico,
acidos cafeicos, CGA, STL, flavonoides (Oliveira et al., 2011).

Entre las actividades bioldgicas descritas para los componentes mayoritarios de S.
sonchifolius tenemos los siguientes: CGA se relaciona con propiedades anti-
oxidantes, anti-inflamatorios (Peluso et al., 1995), anti-diabética (Aybar et al, 2001) y
otras como la actividad prebiotica, anti-fungica, pesticidas y actividades biologicas
relacionados con contenidos de aceites esenciales (Campos et al, 2012). Los
componentes fendlicos y flavonoides pueden modular la peroxidacion de lipidos,
involucrado en aterogénesis, trombosis y carcinogénesis a través de su actividad

anti-oxidantes en contra de iones superoxido de O, (Valentova et al., 2008).
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El extracto hidroetandlico de S. sonchifolius contiene compuestos fenélicos y CGA
gue ejercen efecto anti-diabético y anti-oxidante en ratas diabéticas inducidas por
streptozotocina (STZ) (Genta et al., 2010); Extracto acuoso obtenido por decoccion
de las hojas de S. sonchifolius fue administrado por via oral 8 mi/kg de peso en ratas
diabéticas inducidas por STZ, durante 30 dias, observando una disminucion
significativa del nivel de glucosa comparado con el grupo control y ademas se
observé efecto hipoglicemiante a las 2 — 5h después de la administracion por via i.p.
(Aybar et al., 2001). El tratamiento de ratas no diabéticas con extracto hidroetandlico
reduce significativamente (28%) la glucosa sanguinea, teniendo mayor efecto en

relacion al extracto acuoso (Baroni et al , 2008).
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4. DISENO METODOLOGICO
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5. METODOLOGIA

5.1. Material Vegetal.

Las especies se colectaron de los productores locales. Lm (semillas) de la localidad
de Ancoraimes, Provincia Omasuyos La Paz. (Latitud 15°55°19.3"Sur y longitud
68°53°50.1"Oeste) y Ss (tubérculo) de la localidad de Sorata, Provincia Larecaja
(latitud 15°45°12.18"Sur y longitud 68°39°19.46"" Oeste). Un ejemplar de cada
planta, Lm No. EG-1, Fabaceae) y Ss (No. EG-1, Asteraceae) fueron identificados y
certificados por el Herbario Nacional de Bolivia de la Universidad Mayor de San
Andrés y depositados en el area de farmacologia del Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas, UMSA, La Paz, Bolivia.

5.2. Preparacion de extractos.

Tubérculos frescos de Ss fueron congelados vy liofilizados para luego ser molidos, del
mismo modo las semillas secas de Lm fueron molidas y ambos fueron macerados
(50 g de Ss. y 200 g de Lm) en 1000 ml de H,O destilada, extracto acuoso o SsAq y
LmAg; en etanol al 70%, extracto hidroetandlico o Ss70EtOH y Lm70EtOH y en
etanol absoluto, extracto etandlico o SSEtOH y LmEtOH, por 48 horas. Para
maximizar el rendimiento del proceso de maceracion se repitié dos (extracto acuoso)
y cinco veces (extracto hidroetandlico y etandlico). El extracto acuoso obtenido fue
filtrado y congelado para su posterior liofilizacion (Lyo Chamber Guard). Para los
extractos hidroetandlico y etandlico, la eliminacion de etanol se realiz6 mediante
rotaevaporacion (Heidolph), luego el extracto se congelo para su posterior liofilizacion
(Lyo Chamber Guard).

5.3.  Animales

Ratones Swiss albino machos de 20 + 5 g fueron proporcionados por la Unidad de
Ensayos Bioldgicos de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas,
Universidad Mayor de San Andrés. Los animales tuvieron un periodo de adaptacion
de una semana, previo a los experimentos, mantenidos a 22°C en condiciones de
ciclos de luz y oscuridad de 12 h y acceso libre a la comida y agua. El uso de
animales de experimentacion fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica de la

Investigacion de la propia Universidad.
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5.4. Tamizaje Hipoglicemiante

Para evaluar el tipo de extracto con mayor efecto sobre el nivel de glucosa
sanguinea, se realiz6 el tamizaje hipoglicemiante de los tres tipos de extractos
(etandlico, hidroetandlico y acuoso) a una dosis de 2000mg/kg p.c. para Lm y
1000mg/kg p.c. para Ss. Los extractos acuosos e hidroetandlicos se resuspendieron
en H,O destilada; el extracto etandlico se resuspendié en una solucion acuosa de
Tween 80 al 1.5%. Se trabajé con 4 grupos de ratones en condiciones de libre
acceso a comida y agua: Grupo 1 extracto etandlico (n=8), Grupo 2 extracto
hidroetandlico (n=8), Grupo 3 extracto acuoso (n=8) y Grupo 4 placebo. Se
administraron por via oral 0.2 ml de los extractos y H,O destilada o Tween 80 al 1.5%
al grupo placebo del extracto hidroetanolico. La concentracion de glucosa plasmatica
fue determinada con glucémetro (CLEVER-CHEK) a las 0, 1, 2, 4 y 6 horas, en
sangre obtenida por un corte de la punta de la cola. Posteriores evaluaciones de los
extractos hidroetandlicos de ambas plantas a diferentes concentraciones fueron
realizados por ser estos los de mayor actividad hipoglicemiante (Figura 7A 'y 8A).

5.5. Curvade Tolerancia Oral a la Glucosa (CTOG)

El ensayo de la curva de tolerancia oral a la glucosa fue realizado con los extractos
Lm70EtOH y Ss70EtOH. Se evaluaron las siguientes dosis: 2000 mg/kg p.c., 1000
mg/kg p.c., 500 mg/kg p.c. de Lm70EtOH, (n=10) para cada grupo y 1000 mg/kg p.c.,
500 mg/kg p.c., 250 mg/kg p.c. de Ss70EtOH (n=10) para cada grupo. Los animales
se dejaron en ayunas por 12 — 14 horas previo al ensayo, con libre acceso al agua.
La sangre para la determinacién de glucosa fue obtenida por un corte de la punta de
la cola en diferentes tiempos: -60 min, al administrar el extracto; 0 min, al momento
de la administracién de la glucosa 2g/kg p.c; posteriormente a los 30, 60 y 120 min.
El nivel de glucosa sanguinea se midié con un glucometro (CLEVER CHECK). El
volumen administrado de extracto y glucosa fue de 0.2 mL.

5.6. Aislamiento de islotes pancreéticos

Islotes pancreéticos fueron aislados de ratones (33 + 2 g p.c.) siguiendo el método de
digestion por Colagenasa (Hoa et al., 2007). Para esto el pancreas fue insuflado con
solucion de Colagenasa (0.9 mg/mL) a través del conducto biliar (Stull et al., 2012,

Zmuda et al., 2011), una vez removido el pancreas se incubo a 37°C por 24 min para
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su digestion. Luego se realizaron varios lavados con la solucion de HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution) y se obtuvo los islotes pancreaticos mediante separacion por
gradiente de densidad Ficol-Hipaque 1077 y 1119 (Sigma Aldrich). Los islotes fueron
colectados bajo un estereomicroscopio, para ser cultivados toda la noche a 37°C,
con una atmosfera de 5% CO2 y 95% de aire en medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma
Aldrich) con 0.3 mg de L-glutamina y 11 mM de glucosa; suplementado con
antibidticos (100 Ul/mL penicilina 'y 0.1 mg/mL estreptomicina) y Suero Fetal Bovino
al 10%.

5.7. Evaluacion de Secrecién de insulinain vitro

Islotes pancreéticos fueron preincubados en aproximadamente 5 mL de buffer Krebs-
Ringer Bicarbonate (KRB) (NaCl 118.4 mM, KCl 4.7 mM, MgSO,*7H,O 1.2 mM,
KH,PO4 1.2 mM, CaCl; 1.9 mM, NaHCO3 25 mM, HEPES 10 mM, 0.2% albumina
sérica bovina) con 3.3 mM de Glucosa por 30 — 45 min a 37°C (Attie, 2015; Hoa et
al., 2007; Norberg et al., 2004). Para la evaluacion de la secrecién de insulina se
incubaron 3 islotes pancreaticos en 300 pL de KRB con 3.3 mM y 16.7 mM de
glucosa mas diferentes concentraciones de los extractos Lm70EtOH (20, 10 mg/mL)
y Ss70EtOH (15.3 a 62.5 mg/mL), por 60 min a 37°C. Al finalizar la incubacion se
colectaron los 3 islotes de cada condicion en RNA later para la extraccion de material
genético y 200 pL del sobrenadante se conservaron a -20°C para la cuantificacion de
insulina por ELISA.

5.8. Evaluacion de secrecion de insulina en presencia de inhibidores

Para investigar los posibles mecanismos por el que Lm70EtOH promueve la
secrecion de insulina en los islotes pancreaticos se incubaron con diferentes
inhibidores: 0.25 mM de Diazoxide (Sigma-Aldrich) (Komatsu et al., 2002) para abrir
los canales de K*; 50 mM de KCI, para la despolarizacion directa de las células B.
Para investigar su efecto sobre los canales de Ca** en la secrecion de insulina, los
islotes fueron incubados con 10 uM de Nifedipine (Sigma-Aldrich), inhibidor de los
canales de Ca*". Para investigar el efecto del extracto sobre la PKC y PKA en la
secrecion de insulina, los islotes fueron incubados con o sin extracto y 10 uM de H89
(inhibidor de la PKA; Filipsson, 1998) (Sigma-Aldrich) o 1.5 uM de calphostin-C

24



Universidad Mayor de San Andrés
Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas Lic. Orlando Mamani Calle

(Inhibidor de la PKC; Thams & Capito, 2001) (Sigma-Aldrich) por 60 min en medio de
buffer KRB con 3.3 mMy 16.7 mM Glucosa.

Para evaluar el posible efecto del extracto sobre la proteina G en la secrecién de
insulina. Los islotes pancreaticos fueron cultivados toda la noche a 37°C con o sin
Pertussis toxina (Ptox) (100 ng/mL), en medio de cultivo RPMI 1640 con 11 mM de
glucosa. Al siguiente dia, los islotes tratados y no tratados con la Ptox fueron
incubados con o sin extracto en medio de buffer KRB con 3.3 mM o 16.7 mM de
glucosa (Hoa et al., 2007; Seino, 2005).

5.9. Cuantificacion de insulina

La cuantificacion de insulina se realiz6 mediante Mouse Insulin ELISA Kit (Thermo
Scientific). Se incubo 100 pL del sobrenadante en cada pocillo por 25 h a
temperatura ambiente, posterior a los lavados se incubo con 100 pyL de Anticuerpo
Biotinilado. Se realizo los lavados correspondientes, luego con 100 pL Streptavidin-
HRP, posteriormente se adiciono 100 pL del substrato TMB, incubando en oscuridad.
Finalmente se adiciono 50 pL de solucién stop, para realizar las lecturas de
absorbancia a 450 nm de longitud de onda y los datos fueron tabulados para su
analisis.

5.10. Aislamiento de Adipocitos primarios murinos

Adipocitos primarios fueron aislados de ratones (30 £ 2 g de p.c.). El aislamiento se
realizd mediante el método de digestion por colagenasa (Domingues et al, 2014),
para esto se colecto tejido adiposo de epididimo de ratdén sobre buffer Krebs Ringer-
Phosphate Hepes (KRPH) con pH 7.4. Inmediatamente se corté en pedazos de 2 0 3
mm, se realiz6 varios lavados con el buffer KRPH, eliminando restos (células
sanguineas, y otro tipo de células), luego se adiciono 3 mL de solucion de
colagenasa (0.25 mg/mL) para la digestién por 2 h a 37°C con agitacion suave.
Cumplido el tiempo de digestién, se realizé varios lavados para eliminar restos de
colagenasa y los restos de tejidos. Posteriormente los adipocitos se filtraron a través
de una membrana de nylon para obtener solamente las células libres. La densidad
celular de adipocitos fue cuantificado en un hemocitometro standard (Neubauer

chamber).
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5.11. Ensayo de Captacién de glucosa

Los adipocitos primarios fueron cultivados por 30 — 40 min a 37°C en buffer Krebs
Ringer-Phosphate Hepes (KRPH) libre de glucosa (NaCl 139 mM, KCI 5.4 mM,
MgSO,*7H,O 1 mM, NaH,PO, 1 mM, CaCl; 2.2 mM, HEPES 20 mM, 1 % albumina
sérica bovina, con pH 7.4). Se cultivaron en policubetas de 96 pocillos a una
densidad celular de 3000 cel/pocillo/200 pL.

Para definir el tiempo Optimo de captacion de glucosa, se incubo adipocitos con 10
mM de glucosa a una temperatura de 37°C con agitacion moderada, posteriormente
se colecto el intranadante cada 15 min desde 0 - 120 min, para la cuantificacion de
glucosa. La captacion de glucosa se midio de manera indirecta, es decir la cantidad
de glucosa restante en el medio de incubacion después de un tiempo determinado;
La cantidad disminuida representa la cantidad captada por los adipocitos. Para
evaluar el efecto del extracto sobre la captacion de glucosa, adipocitos primarios se
pre-incubaron con o sin Lm70EtOH y Ss70EtOH a sus diferentes concentraciones
(20, 10 y 5 mg/mL) por 20 min (Granados et al, 2015). Luego se adiciono 10 mM de
glucosa a todos los pocillos (n=6). Todas las condiciones se incubaron por 30 min a
37°C con agitacion moderada. Terminado el tiempo de incubacién, se colecto 80-100
UL de los intranadantes, para la cuantificacion de glucosa. Los Adipocitos fueron
colectados para el aislamiento de material genético.

5.12. Cuantificacién de D(+)Glucosa

La cuantificacién de la concentracion de D(+)Glucosa se realizé mediante el método
enzimatico colorimétrico Glucosa Oxidasa (Human) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se incubo 10 pL de intranadante con 1000 pL del reactivo de
cuantificacion por 10 min a 37°C, y se realiz0 las lecturas de las absorbancias a 505
nm de longitud de onda.

5.13. Extraccion de RNA total

Para evaluar la expresion génica, se realiz6 la extraccion de RNA total de los islotes
pancreaticos y adipocitos primarios de ratones tratados en diferentes condiciones. Se
procedié siguiendo las recomendaciones del fabricante (PureLink® RNA Mini Kit,
Ambion). Las células se lisaron con 300 uL de Buffer de Lisis con 1% de 2-

mercaptoetanol. Para la purificacibn de RNA se adiciono etanol absoluto con una
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relacion de volumen 1:1 para precipitar el material genético; el precipitado se
transfirid en una columna (spin cartridge) y se realizaron los lavados con el Buffer de
lavado (I y II). Para eluir el RNA retenido en la columna se adiciono e incubo con 50
UL de H20 libre de RNAsa, posterior a la incubacion se eluyd mediante
centrifugacion en un tubo de recuperacion y se almaceno a -80°C. La concentracién
y la pureza del RNA fueron determinadas con un cuantificador pDrop Plate MultiSkan
Go (Thermofisher).

5.14. Sintesis de cDNA (DNA complementario)

Se realiz6 la Reverso Transcripcion (RT) a partir de una concentracion <1 pg de RNA
total mediante el kit Tagman® Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems)
con Random Hexamers primer. La composicion del Master Mix de reaccion fue 1.75
mM de MgCl,, 0.5 mM de cada dNTP, RNAsa inhibitor 1 U/uL, MultiScribe™ RT 2.5
U/UL en un volumen final de 20 pL. Las caracteristicas del ciclado fueron los
siguientes: 25°C por 10 min; 37°C por 30 min; 95°C por 5 min y 4°C para finalizar.
Los cDNA fueron inmediatamente almacenados a -20°C.

5.15. Cuantificacion de expresion génica.

Los niveles expresion génica se midieron por PCR en tiempo real, usando
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems). Los primers fueron
seleccionados a partir de base de datos de RNA mensajero correspondiente a los
genes: Insulina (Ins) y transportador de glucosa 2 (Glut2) para los islotes;
transportador de glucosa 4 (Glutd4) y receptor de insulina (Insr), para los adipocitos
(Tabla 1). El volumen final reaccion fue 20 uL y cada reaccién fue realizada por
triplicado. Las amplificaciones siguieron el siguiente protocolo (50°C por 2 min y 95°C
por 2 min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C por 1 min). La expresion
relativa fue determinada por el método de comparacion de AACt, también conocido
como el método 2724%! (Livak & Schmittgen, 2001; Rao et al, 2013; Zhang et al, 2015).
El nivel de expresion se normalizo con [(-actina (housekeeping gene). Los resultados
se presentan como n-veces respecto a los controles. Para el analisis estadistico de
los experimentos de real time PCR, los resultados de las células tratadas se

compararon con las no tratada (control negativo).
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Tabla 1. Secuencia de primers para PCR en tiempo real.

) _ Codigo
MRNA Tamafo Secuencia
Genbank
housekeeping gene
B actina F 5'CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC 3
R 122 5' ATGGAGCCACCGATCCACA 3' NM 007393.3
Islotes
Insulina F 5 TGGCTTCTTCTACACACCCAAG 3
R 132 5" ACAATGCCACGCTTCTGCC 3’ NM 008386.3
Glut2 F 5 TCAGAAGACAAGATCACCGGA 3°
R 215 5 GCTGGTGTGACTGTAAGTGGG 3 NM 031197.2
Adipocitos
Glut4 F 5 CTGTAACTTCATTGTCGGCATGG 3’
R 161 5 AGGCAGCTGAGATCTGGTCAAAC 3 XM 006537146.2
Insr F 5 CAGCTCGAAACTGCATGGTTG 3
R 133 5 GGTGACATCCACCTCACAGGAA 3’ XM 006508701.1

5.16. Analisis de resultados.

El analisis estadistico se realiz6 empleando el software GraphPad Prism 6.0 (C.A).

Los resultados se presentan como media +* ES. Los

datos de tamizaje

hipoglicemiante y CTOG se analizaron mediante test multiple de t-student con

multiples comparaciones Holm-Sidak method, con 0=0.05 Para los datos de

secrecion de insulina, captacién de glucosa y expresion geénica, las diferencias entre

medias fueron analizadas por ANOVA de doble via y multiples comparaciones con el

test de Bonferroni.
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6. RESULTADOS
6.1. EI extracto Lm70EtOH disminuye el nivel de glucosa plasmatica en
ratones

Se realizd el tamizaje hipoglicemiante de los extractos de LmEtOH, Lm70EtOH y
LmAq a 2000 mg/kg p.c. en ratones normoglicemicos. El extracto Lm70EtOH
disminuyo significativamente los niveles de glucosa plasmatica después de 1 h de su
administracion en ratones. Los niveles de glucosa fueron: 1h (8.0+0.4 mM
Lm70EtOH vs. 10.1+0.3 mM Placebo; P<0.01), 2h (7.7+0.6 mM Lm70EtOH vs.
10.4+0.5 mM Placebo; P<0.01), 4h (7.2+0.8 mM Lm70EtOH vs. 9.9+0.6 mM Placebo;
P<0.001) y 6 h (7.1+0.4 mM Lm70EtOH vs. 9.5+0.6 mM Placebo; P<0.01) de
evaluacion (Figura 7A).
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Figura 7. Tamizaje hipoglicemiante de extractos de L. mutabilis. Ratones Swiss albino fueron tratados A.
Con extractos de LmAq, Lm70EtOH y LmEtOH (2000 mg/kg p.c). B. a dosis de 2000, 1000 y 500 mg/kg p.c del
extracto Lm70EtOH. Se administré 0.2 ml de los extractos o placebo en simple dosis oral. La concentracion de
glucosa plasmética se midié a 0, 1, 2, 4 y 6 h. Los datos son presentados como la media + ES (n=8). *P<0.01;
**P<0.001; ***P<0.0001 comparado con el grupo placebo.

6.2. El efecto hipoglicemiante de Lm70EtOH es dosis-dependiente

La actividad hipoglicemiante de Lm70EtOH fue evaluada a diferentes dosis. La dosis
de 2000 mg/kg p.c. disminuyo la glucosa plasméatica a las 1 h después de la
administracién del extracto (10.1+0.3 mM placebo vs. 8.0+0.4 mM extracto) (P<0.01),
2h (10.4£0.5 mM placebo vs. 7.7+0.6 mM extracto) (P<0.001), 4h (9.9+£0.6 mM
placebo vs. 7.2+0.8 mM extracto) (P<0.0001) y 6h (9.5+0.6 mM placebo vs. 7.1+0.4
mM extracto) (P<0.001). A 1000 mg/kg p.c., los niveles de glucosa plasmética
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disminuyeron a partir de 2h después de la administracion del extracto (8.2+0.6 mM
extracto) (P<0.001), 4h (6.4+0.5 mM) (P<0.0001) y 6h (6.9+0.3 mM) (P<0.001). A 500
mg/kg p.c a partir de las 6h (7.2+0.5 mM) (P<0.001). El efecto de Lm70EtOH
disminuyo el nivel de glucosa dosis-dependiente (Figura 7B).

6.3. Ss70EtOHy SsEtOH presentan efecto hipoglicemiante en ratones

Se realizé el tamizaje hipoglicemiante de los extractos de SsEtOH, Ss70EtOH y
SsAg a 1000 mg/kg p.c. en ratones normoglicemicos. Los extractos Ss70EtOH y
SsEtOH disminuyeron el nivel de glucosa plasméatica posterior a las 4h de
administracion del extracto Ss70EtOH (8.68 +0.38 mM) (P<0.001) y SSEtOH (8.6
0.58 mM) (P<0.01) en comparacion al grupo placebo 10.67+0.46 mM (Figura 8A).
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Figura 8. Tamizaje hipoglicemiante del extractos de S.sonchifolius. Ratones Swiss albino fueron tratados con
A. 1000 mg/kg p.c de extractos SsAq, Ss7T0EtOH y SSEtOH B. a dosis de 1000, 500 y 250 mg/kg p.c del extracto
Ss70EtOH. Se administré 0.2 ml de los extractos o grupo placebo en simple dosis oral. La concentracion de
glucosa plasmatica se midié a 0, 1, 2, 4 y 6 h. Los datos son presentados como la media + ES (n=10). *P<0.01;
**P<0.001 comparado con el grupo placebo.

6.4. El efecto hipoglicemiante de Ss70EtOH no es dosis-dependiente

La actividad hipoglicemiante de Ss70EtOH fue evaluada a diferentes dosis. La dosis
de 1000 mg/kg p.c. disminuyo la glucosa plasmatica a las 4h después de la
administracion del extracto en relaciéon al grupo control. El nivel de glucosa
plasmatica fue 8.68 + 0.4 mM para Ss70EtOH versus el grupo placebo 10.76 + 0.5
mM (P <0.001) (Figura 8B). A 500 mg/kg p.c. la glucosa plasmatica disminuyo a partir
de las 2h posteriores a la administracion del extracto en relacién al grupo control

(9.31+£+0.5mMy 11.82 £ 0.4 mM (P <0.001), respectivamente) (Figura 8B).
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6.5. Lm70EtOH y Ss70EtOH disminuyen el nivel de glucosa plasmética en la
Curva de Tolerancia Oral a la Glucosa

Ratones en ayunas fueron tratados con Lm70EtOH a diferentes dosis de 2000, 1000
y 500 mg/kg p.c. La dosis de 2000 mg/kg p.c. disminuyo el nivel de glucosa
plasmatica a 30, 60 y 120 min después de la administracién de glucosa (9.39 + 0.3
mM (p< 0.05), 5.81 + 0.3 mM (p<0.01) y 4.62 + 0.1 mM (p< 0.05) respectivamente, en
comparacion con el grupo placebo (Figura 9A). El Area Bajo la Curva comparado con
el grupo placebo no fue estadisticamente significativo para las diferentes dosis
(Figura 9B).
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Figura 9. Curva de tolerancia Oral a la Glucosa A. con diferentes concentraciones dosis del extracto
Lm70EtOH. Ratones machos Swiss albino en ayunas, fueron tratados con el extracto de Lm70EtOH a dosis de
2000, 1000 y 500 mg/kg p.c. Se midi6 los niveles de glucosa plasmética a los -60, 0, 30, 60 y 120 min después de
la administracion de glucosa 2 g/kg p.c.. B. Area bajo la Curva de la CTOG. Los datos son presentados en
Media + ES (n=10). *P<0.01, **P<0.001, **P<0.0001 comparados con el grupo placebo.

Ratones en ayunas fueron tratados con Ss70EtOH a las dosis de 1000, 500 y 250
mg/kg p.c. La dosis de 1000 mg/kg p.c. disminuyo los niveles de glucosa plasmatica
a los 30 y 60 min respecto al grupo placebo. A los 30 minutos el nivel de glucosa
plasmatica fue 15.4 + 0.6 mM Ss70EtOH versus 17.4 £ 0.8 mM del grupo placebo (P
<0.01). A los 60 minutos el nivel de glucosa plasmatica fue 12.03 + 0.8 mM
Ss70EtOH versus 14.9 £ 0.4 mM del grupo placebo (P<0.0001) (Figura 10A).
Se calculé el area bajo la curva, para determinar el efecto global del extracto sobre la
tolerancia a la glucosa tomando en cuenta el intervalo de tiempo 0 -120 min. Se
compararon las medias de las diferentes dosis. El area bajo la curva para las dosis
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de 1000 y 500 mg/kg p.c. fue estadisticamente significativo (P<0.001) en
comparacién con el grupo placebo (375.9 £ 61.5 mM, 1000 mg/kg p.c; 329.7 £ 57.3
mM, 500 mg/kg p.cy 671.6 = 46.6 mM, placebo) (Figura 10B).
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Figura 10. Curva de tolerancia Oral a la Glucosa. A. con diferentes concentraciones dosis de Ss70EtOH.
Ratones machos Swiss albino en ayunas, fueron tratados con el extracto Ss70EtOH a dosis de 1000, 500 y 250
mg/kg p.c. se midid los niveles de glucosa plasmatica a los -60, 0, 30, 60 y 120 min después de la administracion
de glucosa 2 g/kg p.c.. B. Area bajo la Curva de la CTOG. Los datos son presentados en Media + ES (n=10).
*P<0.01, **P<0.001, **P<0.0001 comparados con el grupo placebo.

6.6. Lm70EtOH promueve la secrecidn de insulina de manera concentracion-
dependiente

El extracto Lm70EtOH promueve la secrecion de insulina en islotes pancreaticos
murinos. En buffer KRB con 3.3 mM de glucosa, se incrementd la secrecion de
insulina de un nivel basal del control negativo (CN) de 316.7 + 17 pUl/mL/Islote/h a
849.5 £ 0.3 pUl/mL/lIslote/h con Lm10 (P<0.01) y 1182.4 + 366.7 pUl/mL/Islote/h con
Lm20 (P<0.0001). A 16.7 mM de glucosa, la secrecion de insulina se increment6 de
un basal de 526 + 33.3 pUl/mL/Islote/h del control negativo a 1288.3 + 185.7
pnUl/mL/Islote/h con Lm10 y 2380.1 + 118.9 pUIl/mL/Islote/h con Lm20 (P<0.0001)
(Figura 11).
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Figura 11. Efecto de extracto Lm70EtOH sobre la secrecion de insulina en islotes pancreéticos. Islotes
pancreéticos fueron incubados en buffer KRB con 3.3 mM y 16.7 mM de glucosa con o sin el extracto Lm10 y
Lm20. Los valores se insulina (uUI/mL/Islote/h) se representan en Media + ES (n=5). *P<0.01; ***P<0.0001
comparado con el CN.

6.7. Ss70EtOH no ejerce efecto sobre la secrecién de insulina en islotes
pancreaticos
Cuando los islotes pancreaticos fueron incubados con diferentes concentraciones de

Ss70EtOH, no se observo efecto alguno sobre la secrecion de insulina (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de extracto Ss70EtOH sobre la secrecidon de insulina en islotes pancreaticos. Islotes
pancreaticos fueron incubados en buffer KRB 3.3 mMy 16.7 mM de glucosa con o sin el extracto Ss70EtOH 15.6
— 62.5 mg/mL. Los valores se insulina (uUl/mL/Islote/h) se representan en Media + ES (n=5). *P<0.01

comparado con el CN.
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6.8. La secrecion de insulina por Lm20 es reducida por efecto de los

bloqueadores de canales de K*y Ca**
Para comprender el posible mecanismo por el que Lm70EtOH promueve la secrecion
de insulina, se incubaron islotes pancreaticos con Dx en buffer KRB 3.3 y 16.7 mM
de glucosa. A 3.3 mM de glucosa, Lm20 incremento de manera significativa la
secrecion de insulina (1182.37 + 366.7 pUl/mL/Islote/h) en comparacion a CN (316.7
+ 17 pUl/mL/lIslote/h). Sin embargo, el tratamiento con Lm20 en presencia de Dx
redujo la secrecion de insulina (672.5 + 35.1 pUl/mL/Islote/h) de manera no
significativa comparado al efecto de Lm20. En presencia de Dx+KCIl, Lm20 aumento,
de manera no significativa, la secrecion de insulina (1577.9 £ 0.1 pUl/mL/Islote/h) en
comparacion a islotes tratados con Dx+KCl (859.2 + 53.8 pUl/mL/Islote/h) (Figura
13).

3000 A

Concentracion de Insulina (WUl/mL/Islote/h)

Glucosa 3.3 mM Glucosa 16.7 mM

Figura 13. Efecto de Lm20 en la secrecidn de insulina en presencia de Dx y KCI. Islotes pancreéticos fueron
incubados en buffer KRB 3.3 mMy 16.7 mM de glucosa con o sin el extracto Lm20 en presencia de 0.25 mM de
Diazoxide y 50 mM de KCI. Los valores se insulina (uUI/mL/Islote/h) se representan en Media + ES (n=3).vehiculo
control (VC). **P<0.01; **P<0.001;***P<0.0001 comparado con CN. *P<0.01; P<0.001; "*P<0.0001
comparado con Lm20. "P<0.01 comparado con Dx+KCl.

A 16.7 mM de glucosa, el tratamiento con Dx disminuyo la secrecién de insulina
estimulada por Lm20 de 2380.1 £11.89 a 1185.8 + 15.49 pUIl/mL/Islote/h (Dx+Lm20)

(P<0.001). Sin embargo, Lm20 incremento la secrecién de insulina en presencia de
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DX+KCl de 1250.1 + 0.1 a 2178.7 + 28.51 pUl/mL/Islote/h (Dx+KCI+Lm20) (P<0.001)
(Figura 13).

A 3.3 mM de glucosa, la secrecion de insulina estimulada por Lm20 fue disminuido,
de manera no significativa por el tratamiento con Nif de 1182.3 + 36.67 a 450.1 +
31.3 pUl/mL/Islote/h (Lm+Nif). A 16.7 mM de glucosa, Nif disminuyo la secrecion de
insulina estimulada por Lm20 de 2380.1 + 11.89 a 1127.3 + 12.06 pUl/mL/Islote/h
(Lm+Nif) (P<0.01) (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de Lm20 en la secrecion de insulina en presencia de Nifedipine (Nif). Islotes pancreéticos
fueron incubados en KRB con 3.3 mM y 16.7 mM de glucosa con o sin Lm20 en presencia de 10 uM Nif. Los
valores se insulina (uUI/mL/Islote/h) se representan en Media + ES (n=3). **P<0.01;****P<0.0001 comparado
con CN. #P<0.001; comparado con Lm20.

6.9. Lasecrecion deinsulina por Lm20 involucra la actividad de PKA y PKC.
A 3.3 mM de glucosa, H89 y Calphostin-C disminuyeron de manera no significativa,
la secrecién de insulina por Lm20 de 1182.4 + 36.67 a 428.5 + 0.2 (H89+Lm20) y
596.8 £ 0.1 pUl/mL/Islote/h (Cal-C+Lm20). A 16.7 mM de glucosa, la secrecion de
insulina por Lm20 fue disminuido de 2380.1 + 11.89 (Lm20) a 644.4 + 62.2
(P<0.0001) H89+Lm20 y 1029.7 + 21.28 pUl/mL/Islote/h (P<0.001) Cal-C+Lm20
(Figura 15).
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Figura 15. Efecto de Lm20 en la secrecion de insulina en islotes incubados con inhibidores de PKA y PKC
Islotes pancreaticos fueron incubados en KRB 3.3 mM y 16.7 mM de glucosa con o sin Lm20 en presencia de 10
MM de H89 y 1.5 uM de Cal-C, inhibidores de la PKA y PKC respectivamente. Los valores se insulina
(uUI/mL/Islote/h) se representan en Media + ES (n=3). **P<0.01; ***P<0.001;****P<0.0001 comparado con
CN. *P<0.01; P<0.001; **P<0.0001 comparado con solo Lm20.
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Figura 16. Efecto del extracto Lm70EtOH en la secrecion de insulina en presencia de Ptox. Islotes
pancreaticos fueron incubados en KRB 3.3 mM y 16.7 mM con o sin Lm20 en presencia de 100 ng/mL de Ptox.
Los valores se insulina (uUI/mL/Islote/h) se representan en Media £+ ES (n=3). **P<0.01;****P<0.0001

comparado con CN.

En los islotes tratados con 100 ng/mL de Ptox la secrecién de insulina por Lm20 fue

disminuido, de manera no significativa de 1182.4 + 36.67 pUl/mL/Islote/h Lm20 a
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988.8 £ 160.5 pUl/mL/lIslote/h (Ptox+Lm20) y (2380.1 + 118.9 pUl/mL/Islote/h Lm20 a
1988.4 £ 19.75 pUl/mL/Islote/h Ptox+Lm20) con 3.3 mM y 16.7 mM de glucosa
respectivamente, en ambos casos no fue estadisticamente significativo (Figura 16).
6.10. La captacién de glucosa por los adipocitos primarios fue significativa
entre 30 — 60 min de incubacion

La glucosa fue captada en mayor proporcién por los adipocitos hasta los 60 min
después de la incubacion. Los adipocitos fueron incubados en buffer KRPH 10 mM
de glucosa entre 0 -120 min, colectando el intranadante cada 15 min. La
concentracion de glucosa con 1500 cel/pocillo son los siguientes: 0 min con 9.97 +
0.1 mM; 30 min con 9.19 + 0.1 mM; 45 min con 7.98 = 0.3 mM; 60 min con 6.85 + 0.1
mM de glucosa (Figura 17A). La concentracion de glucosa para los diferentes
tiempos con 3000 cel/pocillo son los siguientes: 0 min con 10.1 + 0.1 mM; 30 min con
8.6 £ 0.2 mM; 45 min con 7.2 + 0.2 mM; 60 min con 6.6 + 0.1 mM de glucosa. (Figura
17B).
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Figura 17. Tamizaje de captacion de glucosa en adipocitos primarios. Se incubaron adipocitos A. 1500
cel/pocillo. B. 3000 cel/pacillo, en buffer KRPH con 10 mM de D(+)glucosa. Se colecto el intranadante cada 15

min de 0 - 120 min, para medir la cantidad de glucosa restante.

6.11. Lm70EtOH promueve la captacion de glucosa en adipocitos primarios
Lm estimulé significativamente el consumo de glucosa del medio de incubacion por
adipocitos primarios, indicando que promueve la captacion de glucosa. La

concentracion de glucosa disminuyo de 8.88 + 0.3 mM control negativo a 7.57 £ 0.2
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mM con Lm10 (P<0.001) y con Lm20 y Lm5 (7.97 £+ 0.2 mM y 7.98 + 0.2 mM
respectivamente) (P<0.05) (Figura 18A).
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Figura 18. Efecto de los extractos sobre la captacion de glucosa en adipocitos. Se incubaron 3000
cel/pocillo (n=6) en buffer KRPH 10 mM de glucosa con o sin el extracto por 30 min. (A) Lm70EtOH (Lm5, Lm10 y
Lm20) y (B) Ss70EtOH (Ss10 y Ss20). Se colecto el intranadante a 0 y 30 min después de la incubacién con
glucosa, para medir la cantidad de glucosa restante en el medio de incubacion. Los valores se glucosa (mM) se
representan en Media + ES (n=24). *P<0.05, *P<0.001 y **P<0.0001 comparado con CN (30 min). #P<0.001,
##Pp<0.0001 comparado con CN (0 min).

6.12. Ss70EtOH no promueve la captacion de glucosa en adipocitos
primarios

El extracto Ss70EtOH no incrementa la captacion de glucosa en comparacion con el

grupo control. Ambas concentraciones evaluadas no promovieron la disminucién de

glucosa por los adipocitos (Figura 18B).

6.13. Lm70EtOH modula la expresién de Ins y Glut2 en islotes pancreaticos
murinos

El nivel de expresion génica de Ins y Glut2 fue mayor en islotes pancreéticos tratados

con Lm70EtOH. Islotes pancreaticos fueron colectados después de la estimulacién

de la secrecién de insulina para obtener mRNA total. Se determind el nivel de

expresion génica por PCR en tiempo real normalizado con B-actina (housekeeping

gene). La expresion génica de Ins se incrementd 1.89 veces con Lm10 (P<0.01) y 3.2
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veces con Lm20 (P<0.00001). La expresion génica de Glut2 se increment6 2.5 veces
con Lm10 (P<0.01) y 2.7 veces Lm20 (P<0.001) (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de Lm70EtOH sobre la expresidon génica de Ins y Glut2 en islotes pancreaticos. Islotes
pancreéticos murinos fueron incubados con o sin Lm70EtOH (10 y 20 mg/mL) durante 30 min. Se determind el
nivel de expresion génica por PCR en tiempo real, normalizando los valores con B-actina (housekeeping gene).
Los valores se representan en n-veces media + ES (n=3). *P<0.05, **P<0.001 y **P<0.0001 comparado con CN.
#P<0.001, “*P<0.0001 comparado con Lm20.
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Figura 20. Efecto de Lm20 sobre la expresion génica en islotes pancreaticos con inhibidores. Islotes
pancreaticos murinos fueron incubados con o sin Lm20 e inhibidores durante 30 min. Se determind el nivel de
expresion geénica por PCR en tiempo real, normalizando los valores con B-actina (housekeeping gene). A.
Expresion de Ins. B. Expresion de Glut2. Los valores representan en n-veces media + ES (n=3). #P<0.001,
##P<0.0001 comparado con Lm20.

La expresion génica de Ins y Glut2 estimulados por Lm20 al ser tratados con
inhibidores especificos de la actividad de la quinasas PKA y PKC y de la proteina G,

disminuyeron su expresion en islotes pancreéticos. Por ejemplo, en presencia de
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Cal-C la expresion de Ins por Lm20 fue disminuido significativamente hasta 1.6 veces
(P<0.01) (Figura 20B). Por otro lado, en islotes tratados con Ptox, la expresién génica
de Ins y Glut2 disminuyeron 2.34 veces (P<0.0001) y 2.4 veces (P<0.001)
respectivamente, en células tratadas con Lm20 (Figura 20A y B).

6.14. Lm20 modula le expresion de Insry Glut4 en adipocitos primarios

Adipocitos primarios fueron tratados con o sin Lm20 de 0-120 min, colectando las
células cada 30 min para obtener mRNA total de cada condicion. Se determiné la
expresion relativa por PCR en tiempo real de Insr y Glut4 normalizando con B-actina
(housekeeping gene). Las comparaciones se realizaron con 0 min en las diferentes
condiciones. En el control negativo, la expresion de Insr a los 30 min fue 2 veces mas
(P<0.01) y Glut4 1.6 veces mas (P<0.001) comparado con 0 min (Figura 21A y B
respectivamente). El tratamiento con Lm20 incremento la expresion de Insr a los 30
min (2.6 veces) y 60 min (12 veces) (P<0.0001) comparados con O min (Figura 21A).
Glut4 se expreso en adipocitos incubados con Lm20 a los 30 min (2.3 veces), 60 min

(8.2 veces) y 120 min (2.8 veces) comparados con 0 min (P<0.0001) (Figura 21B).
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Figura 21. Efecto de Lm20 en la expresion génica de (A) Insr y (B) Glut4 en adipocitos primarios
Adipocitos primarios fueron tratados con o sin Lm20 desde 0-120 min cada 30 min. Se determind el nivel de
expresion génica por PCR en tiempo real, normalizando los valores con B-actina (housekeeping gene). Los
valores representan en n-veces media + ES. "P<0.01, **P<0.001 comparado con 0 min control negativo.
**++P<(0.0001 comparado con 0 min de Lm20.
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7. DISCUSION

En los dltimos afios la informacion etnobotanica a nivel mundial indica una cantidad
importante de plantas usadas para el control de la diabetes mellitus, y pocos de ellos
se han estudiado hasta ahora (Singh et al., 2013). Los resultados de nuestra
investigacion muestran que L. mutabilis (Tarwi) y S. sonchifolius (Yacon) disminuyen
significativamente los niveles de glucosa plasmatica en ratones, efecto observado
tras la administracion por via oral del extracto hidroetandlico de ambas plantas a
ratones normoglicémicos y ratones hiperglicemicos inducidos en la CTOG. Sin
embargo, solo Lm70EtOH promovié la secrecion de insulina en islotes pancreaticos y
captacion en glucosa en adipocitos primarios, no asi Ss70EtOH. Ademas, genes
como Ins y Glut2 en islotes pancreaticos; Insr y Glut4 en adipocitos primarios se
expresaron mas, estimulados por Lm70EtOH.

S. sonchifolius es una planta andina utilizada para consumo diario por la poblacién
local y ademas para el control de la diabetes, desordenes digestivos y renales
(Honoré et al., 2012; Ojansivu et al., 2011). Esta planta crece aproximadamente entre
1.5 -3 mde altura 'y con 4 — 20 raices (tubérculo) (Delgado et al., 2013; Svobodova
et al., 2013). Existen varios estudios con las hojas de S. sonchifolius donde se
demuestra su actividad hipoglicemiante en ratones (Miura et al, 2004; Miura et al.,
1997) y ratas (Aybar et al., 2001; Baroni et al., 2008; Genta et al., 2010; Habib et al,
2011). En el presente trabajo se estudio la actividad hipoglicemiante de la raiz de S.
sonchifolius, porque la raiz (tubérculo) es consumido a diario mediante coccién y
gueremos rescatar su uso tradicional. Con nuestras investigaciones demostramos la
actividad hipoglicemiante del tubérculo de S. sonchifolius en ratones
normoglicemicos y ratones hiperglicemicos inducidos, donde el extracto disminuyo el
nivel de glucosa plasmética.

La actividad hipoglicemiante de S. sonchifolius (tubérculo) tendria relacién con
compuestos compartidos de extractos de hojas de S. sonchifolius (Lachman et al,
2003), los cuales muestran actividad hipoglicemiante y antioxidante (Genta et al.,
2010; Miura et al., 2004; Valentova et al., 2004). Sin embargo, la actividad
hipoglicemiante del extracto hidroetandlico de S. sonchifolius no estaria relacionada

con la secrecion de insulina en islotes pancreaticos o el incremento de la captacién
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de glucosa en adipocitos primarios, en ambos modelos no se observaron diferencias
significativas. El mecanismo por el que S. sonchifolius actua estaria relacionado con
otro proceso del metabolismo de la glucosa, como ser la absorcion de glucosa
intestinal o la disminucion de produccién de glucosa a nivel hepatico a través de la
gluconeogénesis y glucogenolisis; esto se puede sustentar por la presencia de
componentes en el extracto; uno de ellos es el &cido clorogénico, el mas abundantes
de los compuestos polifendlicos (Takenaka et al, 2003). Varios estudios muestran su
efecto sobre la disminucién de glucosa sanguinea postprandial atribuido al aumento
de la sensibilidad a la insulina (Meng et al, 2013), también a nivel hepético inhibiendo
en un 40% la actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa (Bassoli et al., 2008),
enzima hepatica que promueve la liberacion de glucosa a través de los procesos de
glucogendlisis y gluconeogénesis (Arion et al., 1997; Vitrac et al, 2010).

La cantidad de glucosa absorbida a nivel intestinal juega un rol importante en el nivel
de glucosa plasmatica y la diabetes (Hanhineva et al., 2010). S. sonchifolius se
caracteriza por su alto contenido de carbohidratos no digeribles, representados por
los oligofructanos o fructooligosacaridos con uniones B(2—>1) (Mayta et al., 2004);
estos azucares son dificiles de ser degradados por enzimas gastricas, permitiendo
tener bajo contenido calorico (Genta et al, 2005) y disminuir los niveles de glucosa
plasmatica (Genta et al., 2009).

La actividad hipoglicemiante de L. mutabilis se debe al incremento de la secrecion de
insulina en islotes pancreéticos y la captacion de glucosa en adipocitos primarios.
Existen muchas investigaciones de L. mutabilis debido a su alto valor nutritivo y sus
propiedades hipoglicemiante y antioxidantes (Baldedn et al., 2012; Fornasini et al.,
2012; Jacobsen et al, 2006). El efecto ejercido por Lm70EtOH podria deberse a la
presencia de algunos componentes comunes en especies de Lupinus de los cuales
se tiene estudios reportados (Gurrola-diaz et al., 2008; Ruiz & Sotelo, 2001; Wink et
al., 1995), entre ellos algunos alcaloides como esparteina, 2.17-dioxosparteina, 17-
tionosparteina, multiflorina, o 17-hidroxi-lupanina incrementan la secrecion de
insulina en islotes pancreéaticos normales de rata (Gurrola-diaz et al., 2008; Kroc et
al.,, 2016; Paolisso et al., 1985); y otras como: esparteina, lupanina, 13-hidro-

xilupanina y 18-oxo-lupanina incrementan la secrecién de insulina en islotes
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pancreéticos de ratones normales y ratones diabéticos inducidos con streptozotocina
(Garcia et al., 2004; Gurrola-diaz et al., 2008; Wiedemann et al., 2015).

En nuestros experimentos observamos que Lm70EtOH promueve la secrecion de
insulina concentracion-dependiente en islotes pancreaticos murinos dependiente de
la actividad de PKA y PKC, ademas de los canales de K* dependientes de ATP. Para
estudiar el posible mecanismo primero consideramos la via dependiente de los
canales de K’ estimulado por la glucosa. Donde, el incremento de la glucosa,
provoca un elevado metabolismo de glucosa en las células B y se eleva el ATP. Se
cierran casi todos los canales de K* dependientes de ATP en las células B (Carroll et
al, 1988; Cook et al, 1984), lo que provoca la despolarizacion de las células B, y a
consecuencia de eso se permite el ingreso de Ca®" a través de los canales de Ca**
dependientes de voltaje, permitiendo la secrecion de insulina por las células B
(Thams et al., 2005). Pero cuando las células se exponen a Dx (inhibidor de canales
de K%), la secrecion de insulina disminuye (Henquin & Meissner, 1982; Trube et al.,
1986) debido a la apertura de los canales de K" y alteracion del flujo de K* (D’hahan
et al.,, 1999). En nuestras evaluaciones la secrecion de insulina por Lm70EtOH fue
disminuida significativamente por Dx, lo que significa que podia actuar dependiente
de los canales de K'. No se conoce especificamente que componentes podrian
ejercer ese efecto, pero existe un estudio donde lupanina promueve la secrecion de
insulina influenciado por los canales de K* dependientes a ATP (Wiedemann et al.,
2015).

Otra via importante son los canales de Ca®" voltaje dependiente, (Pillai & Joseph,
2010) se abren en respuesta a la despolarizacion provocada por el cierre de los
canales de K*, para el ingreso de Ca®" a la células B. Utilizando Nif, un bloqueador de
los canales de Ca?" que disminuye la secrecién de insulina debido a la poca
disponibilidad de Ca*" intracelular a causa del bloqueo de la entrada de Ca®" a la
célula B (Henquin, 2000; Straub & Sharp, 2002). En nuestras evaluaciones la
secrecion de insulina por Lm70EtOH fue de disminuida por Nif, indicando que la
estimulacién de secrecion de insulina por Lm70EtOH involucra a los canales de Ca*

voltaje dependiente.

43



Universidad Mayor de San Andrés
Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas Lic. Orlando Mamani Calle

La secrecion de insulina por Lm70EtOH fue disminuida por la presencia de
inhibidores de PKA y PKC, lo que significa que los componentes de Lm70EtOH
actuarian principalmente dependientes de las PKA y PKC. La sefializacion por
segundos mensajeros, principalmente de cAMP y DAG incrementan la secrecion de
insulina a través de la activacion de eventos de la fosforilacion de proteinas
mediados por PKA y PKC respectivamente (Biden et al., 2010; Kang et al., 2006;
Seino, 2005). Estas quinasas activan proteinas de la maquinaria exocitica (Chen et
al., 2005; Nesher et al., 2002; Rorsman & Renstréom, 2003; Seino, 2005; Wan et al.,
2004)y también factores de transcripcién involucrados en la expresion de Ins y Glut2
(Biden et al., 2010; Jeon et al., 2015).

Cuando los islotes se incubaron con Ptox la secrecion de insulina por Lm70EtOH no
fue reducida, lo que significa que el extracto actuaria de manera independiente a la
sefalizacion por proteina G. Las proteinas Ge y G; principalmente han sido
funcionalmente ligados a la exocitocis de la insulina (Hoa et al, 2004; Hoa et al.,
2007). Ptox inhibe reversiblemente la secrecién de insulina dependiente de proteina
Giy Ge via ADP-ribosilacion (Komatsu et al., 2002).

Por lo tanto, la secrecion de insulina por Lm70EtOH estaria relacionada con la
actividad de las PKA y PKC, y algunos componentes también actuarian dependiente
de los canales de K*y Ca*".

Ademas Lm70EtOH promueve la expresion de Ins y Glut2 en islotes pancreaticos
concentracion-dependiente. El elevado nivel transcripcion de Ins podria contribuir a
una mejor respuesta en la secrecién de insulina y activa la maquinaria exocitica
potenciando asi su efecto. Cuando se inhibe la actividad de PKC a través de su
inhibidor especifico, la expresién de Ins y Glut2 por Lm70EtOH se ve disminuida.
Estas quinasas median la activacion de factores de transcripcion necesarios para la
expresion de estos genes, por ejemplo PKC activa a pdx-1 (Biden et al., 2010). Pdx-1
es un factor de transcripcion necesario para la expresion de Ins y Glut2 (Andrali et
al., 2008; Poitout et al., 2006). La sefalizacion de la proteina G seria importante en
la expresion de Ins y Glut2 mediado por Lm70EtOH, debido a que cuando se inhibi6
la actividad de la proteina G, la expresion génica fue reducida. Algunos estudios

muestran que componentes como la lupanina, promueven la expresion de Ins en
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islotes (Wiedemann et al., 2015), y-Conglutina promueve la expresion de Ins-1 a
través de la inhibicién de la via c-Jun N-terminal protein kinase (JNK), la inhibicion
de esta via contribuye a la mayor expresion del gen de la insulina (Kaneto et al.,
2002).

El extracto crudo de Lm70EtOH contiene multiples componentes, que podrian estar
involucrados especificamente en activar componentes de la secrecidén de insulina y
otras en promover la expresion de genes relacionados con la homeostasis de la
glucosa por la activacion de factores de transcripcion y otros mediadores. Se
necesita realizar estudios posteriores para llegar a entender con mas detalles
utilizando compuestos aislados del extracto Lm70EtOH, principalmente para ver el
efecto especifico en la secrecion de insulina y la expresion génica.

Por otro lado, nuestros resultados sugieren que Lm70EtOH promueve la captacion
de glucosa en tejidos periféricos. Se midio la captaciéon de glucosa por adipocitos,
donde la cantidad de glucosa disminuida es equivalente a la cantidad captada por las
células. En adipocitos, el metabolismo de la glucosa va direccionado a la
adipogénesis (Wilcox, 2005; Wu et al.,, 2013); en higado y musculo hacia la
glucégenogenesis(Ueki et al., 1998). Se conoce que en aislados acuosos de
especies de Lupinus existe elevada cantidad de una proteina llamado y-conglutina.
La administracion de esta proteina en ratas produce una disminucion significativa de
la glucosa con relacién al placebo (Baldeon et al., 2012; Linnemann et al, 2016;
Lovati et al., 2017). Estudios in vitro en células HepG2 demostraron mayor consumo
de glucosa por efecto de la y-conglutina y en mioblastos C2C12 actué mimetizando
la accion de la insulina a través de su receptor, activando la via dependiente de PI
3K, para promover la translocacion de GLUT4 hacia la membrana plasmatica (Lovati
et al., 2017; Terruzzi et al., 2011). En nuestro caso podemos inferir que la actividad
pueda deberse a ese péptido por efecto similar, pero no conocemos exactamente la
composicion de Lm70EtOH. Ademas Lm70EtOH promueve la expresion de Glut4 y
Insr en adipocitos, la expresion de estos genes estan mediados por la sefializacion
de la insulina y activa la transcripcion (Gross et al, 2004; Muller et al, 2006), por lo

tanto inferimos que el aumento de expresion de estos genes podria estar
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relacionado por el efecto mimético de y-conglutina a la accion de la insulina (Terruzzi
et al., 2011).

Finalmente, debido al efecto de Lm70EtOH sobre la secrecién de insulina
dependiente de los canales de K* podria tener efectos similares a las sulfonilureas
y/o meglitinides para promover la secrecion de insulina por cierre de los canales de
K": pero ademas activaria la cascada de sefializacion iniciada en el receptor de GLP-
1 para aumentar la secrecion de insulina dependientes de PKA (Garber & Spann,
2008; Hui et al., 2005; Prabhakar & Doble, 2011), porque Lm70EtOH tuvo un efecto
dependiente de PKA y PKC. Por otro lado, debido al aumento de captacion de
glucosa por Lm70EtOH en los adipocitos, su efecto se relacionaria con farmacos
sensibilizadores para la captacion de glucosa en adipocitos, higado y tejidos
periféricos (biguanides, metformina, tiazolidinediones) (Coughlan et al., 2014; Song,
2016). Pero es solo una propuesta que debe ser analizada con mayor detalle por

otros mecanismos y con fracciones o compuestos aislados del extracto.
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8. CONCLUSIONES

- Lm70EtOH y Ss70EtOH disminuyen el nivel de glucosa plasméatica en ratones
Swiss albino normoglicemicos y ratones hiperglicemiante inducido.

- Lm70EtOH disminuye el nivel de glucosa en animales, debido al incremento
de los niveles de insulina en células B pancreaticas y la captacion de glucosa
en adipocitos primarios.

- Lm70EtOH incrementa la secrecion de insulina principalmente a través de la
sefializacion por PKA y PKC, y también dependiente de los canales de K* y
ca*.

- La secrecion de insulina por Lm70EtOH se potenciaria por la elevada
expresion de Ins y Glut2 en islotes pancreéaticos.

- La captacion de glucosa por Lm70EtOH estaria relacionada con una mayor
expresion génica de Insr y Glut4 en adipocitos primarios.

- Ss70EtOH disminuye el nivel de glucosa plasmatica en ratones, pero no
estaria relacionado con el aumento en la secrecion de insulina en islotes,
tampoco a través de la captacion de glucosa en adipocitos.

9. RECOMENDACIONES Y PROYECCIONES

Varios son los mecanismos modulados en la secrecion de insulina mediada por el
extracto crudo de Lm70EtOH, por lo que se propone dilucidar el efecto individual de
los componentes mayoritarios. Ademas medir la expresion génica de otros genes
relacionados a la homeostasis de la glucosa, debido al efecto interesante de
Lm70EtOH sobre la expresion de los genes evaluados en este trabajo.

Por otro lado, se recomienda estudiar el mecanismo por el que Lm70EtOH
incrementa la captacion de glucosa en adipocitos, y cuales son diferentes
mecanismos celulares involucrados, si son dependientes o independientes de la
sefalizacion de insulina.

Respecto a S. sonchifolius se recomienda realizar estudios sobre otros blancos
terapéuticos en la diabetes mellitus tipo 2, por ejemplo su actividad sobre en la

gluconeogénesis a nivel hepatico y la absorcién de glucosa a nivel intestinal.
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ANEXOS
1. Islotes pancreéticos, morfologia y viabilidad celular

Islotes pancreaticos murinos fueron obtenidos mediante el método de
digestion por Colagenasa para la estimulacion de secrecion de insulina in vitro.
(A) Pancreas de ratén removido posterior a la insuflacion con una solucion de
Colagenasa a través del conducto biliar. (B) Islotes pancreéaticos con
morfologia redondeada y con bordes definidos. (C) Tejido acinoso pancreatico
entre dos islotes ( ). (D) Ensayo de viabilidad celular con el colorante de
exclusién vital (Azul tripan), las celulas tefiidas de azul son las celulas no
viables. 3 islotes pancreaticos con un 96% de viabilidad celular y ademas del
tejido acinoso pancreatico totalmente tefiido de azul ( ).
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2. Curva estandar del ensayo inmuno-enzimatico — Insulina

Standard Curve
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Se realizd diferentes diluciones del estandar para obtener las siguientes
concentraciones: 300, 150, 75, 37.5, 18.75, 9.375, 4.6875 y 0 pUl/mL de insulina;
posteriormente se obtuvieron la densidad oOptica (n=2) a través del ensayo inmuno-
enzimatico (ELISA), a 450 nm de longitud de onda. El coeficiente correlacion lineal

fue R?=0.991. OD (Optic Density).
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3. Adipocitos primarios murinos, caracteristicas y morfologia

B i TSI A T Y

Adipocitos primarios murinos fueron obtenidos a partir del epididimo de ratén a
través del método de digestion por Colagenasa. (A) Celulas adiposas al
momento del conteo de células en un hemocitometro standard (Neubauer
chamber) 10X. (B) Cultivo de adipocitos murinos al momento de la
estimulacion de captacién de glucosa, a través de un microscopio invertido
20X. (C) Tincion panoptica de adipocito, nucleo denso uniforme, con
prolongaciones irregulares a través del citoplasma, debido a la coloracion de
proteinas baséfilas (microscopio 6ptico 100X). (D) Morfologia de la membrana
celular definida de 2 adipocitos, nucleo celular en relieve, localizado en un
extremo de la célula ( ), obtenido mediante un microscopio invertido 20X.
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4. Diferencia entre el ensayo de captacion de glucosa con 2-deoxi-
glucosa (método directo) y D(+)-glucosa (método indirecto) en

adipocitos primarios

2-Deoxi-Glucosa S 2: D(+)-Glucosa
. GLUT4 —
i ° ) D(+)-Glucosa
<) S
a X?LUT4 l
/ 2-Deoxi-Glucosa
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El ensayo de captacion de glucosa en adipocitos se puede llevar a cabo basado en
dos tipos de métodos; directo e indirecto. El método directo (izq.) utiliza 2-deoxi-
glucosa, siendo el método estandar para este tipo de ensayos; la 2-deoxi-glucosa
ingresa a las celulas a través de los transportadores de glucosa 4 (GLUT4), luego es
fosforilado por la hexoquinasa, convirtiéndola en 2-deoxi-glucosa-6-P, esta molécula
no puede ser metabolizado en la célula, tampoco puede salir debido a la
fosforilacion, acumulandose dentro de la célula, siendo directamente relacionado a la
cantidad de 2-deoxi-glucosa captada. Por otro lado, el método indirecto (der.)
utiliza D(+)-glucosa, donde la glucosa ingresa a la célula a través del GLUTA4,
también es convertida por fosforilacion a D(+)-glucosa-6-P, y esta es metabolizada a
través de la glucolisis, posteriormente acoplada a la ruta de la adipogénesis en
adipocitos. Este método nos ayuda a determinar la glucosa restante en el medio, es
decir, aquello que no fue captado o introducido por los transportadores hacia la
célula, siendo la captacion de glucosa inversamente proporcional a la cantidad
restante en el medio. Ambos métodos son colorimétricos.
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