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Resumen 

 

La obesidad es originada por una acumulación excesiva de energía en forma de 

grasa en el tejido adiposo. Este exceso de energía acumulada induce disfunción en 

adipocitos, la cual se caracteriza por resistencia a la insulina y por incremento en lipolisis, 

estrés oxidativo y la secreción de citocinas pro-inflamatorias. El objetivo de este trabajo 

es evaluar el efecto de las subfracciones de Cucumis sativus sobre la resistencia a la 

insulina en adipocitos disfuncionales in vitro e in vivo. Para satisfacer dicho objetivo, se 

indujo disfunción a los adipocitos con dexametasona o IL-1β, posteriormente fueron 

incubados con diferentes concentraciones de las tres subfracciones (SF1, SF2 o SF3) 

de Cucumis sativus durante 24 horas. Se evaluó la resistencia a la insulina, a través del 

consumo de 2-desoxiglucosa y la liberación de glicerol. Con base en estos resultados se 

construyó el modelo de superficie, lo que permitió determinar 5 posibles mezclas de las 

subfracciones (M1, M2, M3, M4 y M5). Se indujeron adipocitos disfuncionales con 1 ng/ml 

de IL-1β y se evaluó el efecto de las 5 subfracciones en la resistencia a la insulina aunada 

al estrés oxidante y al estado proinflamatorio. Las mezclas M4 (SF1 40 μg/mL: SF2 60 

μg/mL: SF3 30 μg/mL) y M5 (SF1 40 μg/mL: SF2 60 μg/mL: SF3 10 μg/mL) controlaron 

con mayor eficiencia los parámetros evaluados de manera satisfactoria dichos 

parámetros 

 Por otro lado, a ratones C57BL/6J se les indujo obesidad mediante la ingesta crónica 

de una dieta hipercalórica durante 15 semanas, y se trataron por 10 semanas más con 

la combinación M5 vía oral. Los parámetros metabólicos (triglicéridos, colesterol, curvas 

de tolerancia a la glucosa, a la insulina y a la glucosa con insulina), físicos (peso e índice 

de Lee),  fueron evaluados en la semana 0, 15 y 25. La concentración de citocinas (IL-6, 

IL-10 y TGFβ) se evaluó a la semana 25 en tejido adiposo subcutáneo e hígado. 

 Los resultados in vitro indicaron que la SF1 (40 μg/mL) y SF2 (40 μg/mL) y SF3 (20 

μg/mL) inducen un consumo de 2-deoxiglucosa del 87%, 57% y 87%, respectivamente. 

Por otro lado, SF1 (5 μg/mL) y SF2 (5 μg/ml), y SF3 (40 μg/mL) incrementan la secreción 

de glicerol un 10.6%, 18.9% y 11.8%, respectivamente. El modelo de superficie mostró 

5 combinaciones efectivas, de las cuales M4 (SF1 40 μg/mL: SF2 60 μg/mL: SF3 30 

μg/mL) y M5 (SF1 40 μg/mL: SF2 60 μg/mL:SF3 10 μg/mL) fueron capaces de controlar 

la resistencia a la insulina, el estado pro-oxidante y el estado pro-inflamatorio evaluadas 

en adipocitos 3T3-L1 disfuncionales. Los compuestos presentes en las subfracciones 

son principalmente  glicina, asparagina y arginina. 

 En ratones obesos, la combinación M5 no modificó 4 parámetros: el peso, índice de 

Lee, triglicéridos ni colesterol; pero si fue eficiente para el control de la intolerancia a la 

glucosa y la resistencia a la insulina, así como también indujo un ambiente inmunológico 

regulador en tejido adiposo subcutáneo e hígado al disminuir la concentración de IL-6 y 

aumentar la concentración de IL-10 y TGF-β. En conclusión, las subfracciones SF1, SF2 

y SF3 de la fracción acuosa de Cucumis sativus y sus combinaciones M4 y M5 son 
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efectivas para el control de adipocitos disfuncionales y la combinación M5 para el control 

de la intolerancia a la glucosa, la resistencia a la insulina y el estado proinflamatorio en 

ratones obesos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

Abstract 

 

Obesity is caused by an excessive storage of energy as fat in adipose tissue. This 

excess of stored energy induces adipocyte dysfunction, characterized by insulin 

resistance and by an increase in lipolysis, oxidant stress, and the secretion of 

proinflammatory cytokines. This work is aimed to evaluate the effect of various Cucumis 

sativus subfractions on insulin resistance in dysfunctional adipocytes in vivo and in vivo. 

To satisfy this objective, dysfunction was induced to adipocytes with dexamethasone or 

IL-1β, subsequently they were incubated with differing concentrations of the three C. 

sativus subfractions assayed (SF1, SF2, or SF3) for 24 h. Insulin resistance was 

evaluated, through the consumption of 2-deoxyglucose and the release of glycerol. Based 

on these results, the surface model was constructed, which allowed determining 5 

possible mixtures of the subfractions (M1, M2, M3, M4 and M5). Dysfunctional adipocytes 

were induced with 1 ng/ml of IL-1β and the effect of the 5 subfractions on insulin 

resistance combined with oxidative stress and proinflammatory state was evaluated. The 

M4 mixtures (SF1 40 μg/mL: SF2 60 μg/mL: SF3 30 μg/mL) and M5 (SF1 40 μg/mL: SF2 

60 μg/mL: SF3 10 μg/mL) controlled the evaluated parameters with greater efficiency 

satisfactorily said parameters 

On the other hand, C57BL/6J mice were induced obesity by chronic intake of a 

hypercaloric diet for 15 weeks, and were treated for 10 more weeks with the M5 

combination orally. The metabolic parameters (triglycerides, cholesterol, glucose 

tolerance curves, insulin and glucose with insulin), physicists (weight and Lee index), 

were evaluated at week 0, 15 and 25. The concentration of cytokines (IL-6, IL-10 and 

TGFβ) was evaluated at week 25 in subcutaneous adipose tissue and liver. 

The in vitro results indicated that that SF1 (40 μg/mL) and SF2 (40 μg/mL) and SF3 

(20 μg/mL) induce a 2-deoxyglucose consumption of 87%, 57% and 87%, respectively. 

On the other hand, SF1 (5 μg/mL) and SF2 (5 μg/mL), and SF3 (40 μg/mL) increase the 

secretion of glycerol by 10.6%, 18.9%, and 11.8%, respectively. The surface model 

showed 5 effective combinations, of which M4 (SF1 40 μg/mL: SF2 60 μg/mL: SF3 30 

μg/mL) and M5 (SF1 40 μg/mL: SF2 60 μg/mL: SF3 10 μg/mL) were able to control insulin 

resistance, the pro-oxidant state and the pro-inflammatory state evaluated in 
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dysfunctional 3T3-L1 adipocytes. The compounds present in the subfractions are mainly 

glycine, asparagine and arginine.  

In obese mice, the M5 combination did not modify 4 parameters: weight, Lee index, 

triglycerides or cholesterol; but it was efficient for the control of glucose intolerance and 

insulin resistance, as well as it induced a regulatory immunological environment in 

subcutaneous adipose tissue and liver by decreasing the concentration of IL-6 and 

increasing the concentration of IL-10 and TGF-β. In conclusion, the subfractions SF1, 

SF2 and SF3 of the aqueous fraction of Cucumis sativus and its combinations M4 and 

M5 are effective for the control of dysfunctional adipocytes and the combination M5 for 

the control of glucose intolerance, insulin resistance and the proinflammatory state in 

obese mice. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

La presente investigación fue apoyada por el Consejo Nacional de Ciencia y 

Tecnología (CONACyT) básico (CB-2012-169011).  

 

La alumna Marisol Méndez Martínez del Doctorado en Ciencias de la Universidad 

Autónoma del Estado de Morelos recibió beca del CONACyT, con el número de 

becario 266955. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

El desarrollo de esta tesis es el resultado de muchos esfuerzos, caídas, 

levantamientos y errores, sin los cuales sería imposible la obtención de experiencia y 

conocimiento. Por ello me gustaría agradecer a aquellas personas que formaron parte 

de este proceso, las cuales me apoyaron no solo en la realización de experimentos sino 

también con sus palabras de aliento. 

 

En primer lugar, quisiera agradecer a mi directora de tesis, la Dra Gabriela Rosas, 

por su dedicación, tolerancia, consejos, análisis del proyecto, apoyo para la realización 

de los experimentos y enseñanzas. Por la confianza que puso en mí para poder realizar 

este proyecto. Pero le agradezco más por la amistad que me brindo todos estos años.  

 

A mi comité tutorial, conformado por el Dr. Enrique Jiménez, La Dra. María Eugenia 

y el Dr. Esquivel, ya que sus críticas, consejos y apoyo fortalecieron mi conocimiento, así 

como mi crecimiento académico. Gracias Dr. Ferrer por esa empatía que siempre tuvo 

conmigo. Gracias Dra. María Eugenia por su paciencia de escucharme y sus consejos. 

Y gracias Dr. Esquivel que a pesar de que siempre fue un sinodal muy crítico y duro, al 

final eso me sirvió mucho para saber hasta dónde podía llegar y superar las expectativas 

sobre mí misma. 

 

También a la M. en C. Celeste Trejo y a la M en MM Laura Maldonado, por su 

amistad, consejos, apoyo incondicional, palabras de aliento y críticas constructivas. Y no 

solo eso, también les agradezco las vivencias dentro y fuera del laboratorio. Son unas 

grandes personas y las estimo demasiado.   

 

A Brenda por su apoyo incondicional, su amistad, por su insistencia de aprender de 

mí, pese a mis exigencias. Por siempre estar presente en los buenos y malos momentos 

y nunca quejarse de mis pláticas eternas.   

 

A la Dra. Gladis Fragoso por su ayuda incondicional, apoyo y dedicación.  



12 
 

Al Dr.  Alejandro Zamilpa, a lola y a Arturo por el apoyo en los estudios de fitoquímica 

y los análisis de masas. 

 

Al Dr. José Pedraza Chaverri y a Omar N. Medina por el apoyo para la realización 

de los estudios de estrés oxidante. 

 

Al Dr. Francisco Javier Alarcón Aguilar por el apoyo en el uso de las instalaciones de 

su laboratorio en la UAM iztapalapa, al Dr. Julio Cesar Almanza Pérez, Dra. Erika 

Contreras Nuñez y a la Dra. Ángeles Fortis. Por su apoyo en la estandarización de la 

proliferación de los fibroblastos 3T3-L1, realización de la prueba de viabilidad celular y 

sus consejos. 

 

Al Dr. Gerardo Arrellín y a la M. en C. Nancy Arias por su apoyo en el manejo y 

cuidado de los animales de experimentación. Y por su amistad. 

 

 A Beatriz Hernández Téllez, a Raquel Guerrero Alquicia, Verónica Mata Rodríguez 

y el Dr. Carlos Báez por su apoyo técnico. 

 

Al Sr. Gregorio por su apoyo incondicional y por su habilidad de obtener las cosas 

más difíciles de conseguir. 

 

Al Sr. Leo, por sus palabras de apoyo y consejos que siempre tomaba en cuenta. 

 

A mis compañeros de laboratorio, pepe, gabyta, paty, Christian, Ricardo, Cesar, 

Julieta, Ana, Lety, Ale y Zimri, por su ayuda, amistad y compañerismo. Por sus 

ocurrencias que hacían menos pesado el ambiente en el laboratorio. 

 

 

       

 

 



13 
 

DEDICATORIAS 

 

A mis sobrinos: Jhossy, Mena, Ian, Lalito, Omara, Lauris y Catalina, los cuales me 

enseñan que la vida es sencilla y solo se necesita una mochila con una libreta, un 

juguete y un lápiz para ser feliz 

 

A mis Padres, que sin su apoyo y comprensión no hubiera sido posible continuar 

 

A mis hermanos que siempre estuvieron ahí para apoyarme 

 

A mi nueva familia, Pedro Luis Jardón, gracias por tu apoyo incondicional y 

motivación 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

A B R E V I A T U R A S  
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Glut 4: Transportador de glucosa 4 

HA: Hidroalcohólico 

HDL: Lipoproteínas de Alta Densidad 

HNE: 4-hidroxi-trans-2-nonenal 

IL: interleucina 

IMC: índice de Lee 

IRS: Sustratos del Receptor de Insulina 

LDL: Lipoproteínas de Baja Densidad 

LDLox: Lipoproteínas de Baja Densidad Oxidadas 

MCP-1: Proteína Quimioatrayente Monocítica 

MDA: Malondialdehido 

NO: Óxido Nítrico 

O2
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RE: Retículo Endoplásmatico 
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TAV: Tejido Adiposo Subcutáneo 

TGF-β: Factor de Crecimiento Transformante 
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1. Introducción 

 

1.1.  Tejido Adiposo y su función  

 

El tejido adiposo blanco (TAB) juega un papel crítico en el almacenamiento y 

homeostasis de energía. Dicha energía se almacena en forma de triglicéridos y es 

liberada en forma de ácidos grasos no esterificados en casos de inanición (Arner and 

Langin 2014). Además de los adipocitos, el TAB, también presenta otros tipos celulares 

como son células endoteliales, pericitos y macrófagos (Vidal et al., 2008). Este tejido se 

diferencia en tejido adiposo visceral (TAV) y tejido adiposo subcutáneo (TAS). Siendo el 

primero, más notable en individuos obesos ya que es el principal depósito de energía 

(Palomer 2005; Cachofeiro et al., 2006), y se caracteriza porque sus adipocitos son de 

mayor tamaño, más vascularizados y con gran número de receptores β adrenérgicos por 

lo que presentan una mayor actividad metabólica (Vega 2010). Entre las que se 

encuentran: 1) Lipogénesis: que es el almacenaje y síntesis de ácidos grasos; y 2) 

lipolisis: que es la movilización o hidrólisis de triglicéridos (Sánchez et al., 2005). 

 Por otro lado, en años recientes se ha observado que el TAV secreta varias 

moléculas llamadas adipocinas y se encuentra regulado por diferentes estímulos 

hormonales, por ello se ha definido como un órgano endocrino dinámico (Sánchez et al., 

2005; Vega 2011). Estas adipocinas median múltiples procesos incluyendo sensibilidad 

a la insulina, estrés oxidativo, homeostasis del metabolismo energético, coagulación 

sanguínea y respuesta inflamatoria (Kaur 2014). 

 

1.2 Adipocitos disfuncionales y obesidad 

 

Los adipocitos, además de liberar ácidos grasos, otros lípidos y metabolitos, secretan 

más de 600 factores bioactivos conocidos como adipocinas (Bastard et al., 2006), las 

cuales modulan no solo la adipogénesis, el metabolismo y la función de los adipocitos 

sino también el apetito y saciedad, distribución del tejido adiposo, secreción y 

sensibilidad a la insulina, liberación de energía, inflamación, presión sanguínea, 

homeostasis y función endotelial (Ahima 2006). Por lo que, actúan no solo a nivel del 
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tejido adiposo sino también a nivel de cerebro, hígado, músculo, endotelio, corazón y 

células β pancreáticas (Yao et al., 2014). Este patrón de secreción refleja la función de 

los adipocitos, ya que un desequilibrio en la secreción de adipocinas se relaciona con el 

desarrollo de patologías, entre ellas la obesidad (Blüher 2014).   

La obesidad es un padecimiento crónico, complejo y de etiología multifactorial, 

producto de un desequilibrio entre la energía ingerida y la energía gastada. El exceso de 

dicha energía se convierte en grasa y se acumula en los adipocitos, haciendo que estos 

aumenten de tamaño (hipertrofia), así como en número (hiperplasia) (Cachofeiro et al., 

2006, Blancas 2010, De Ferranti  2009). Por otro lado, la prevalencia de la obesidad en 

países industrializados ha aumentado el doble en estas últimas tres décadas y es 

considerada como una pandemia. La obesidad se relaciona con la reducción de la 

calidad de vida, aumentando el riesgo prematuro de muerte y la generación de 

enfermedades crónicas, incluyendo enfermedad coronaria, hipertensión, diabetes tipo 2 

y ciertos tipos de cáncer (Freedman 2011; Fernández et al., 2011). De acuerdo con la 

Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2012 la prevalencia de la obesidad en México 

aumentó del 2006 al 2012 un 14.3%, lo que indica que 7 de cada 10 mexicanos adultos 

son obesos. Debido a esta incidencia se ha buscado combatir la obesidad con base en 

una dieta baja en calorías, evitar el sedentarismo y generar estrategias farmacológicas 

que modulen la obesidad así como sus patologías asociadas (Gutiérrez et al., 2012). 

 

1.2.1 Metainflamación 

 

Como ya se mencionó anteriormente, el tejido adiposo además de su función como 

reservorio de lípidos, también es conocido como un órgano activo endocrino que produce 

y secreta una variedad de adipocinas (Bastard et al., 2006; Manabe 2011). En 

condiciones de obesidad, su secreción normal se ve alterada por lo que su homeostasia 

se ve interrumpida. Este evento estimula múltiples cascadas de señalización, entre ellas 

la de NF-κB, que llevan finalmente a la producción de diferentes marcadores biológicos 

de inflamación (Bastard et al., 2006) tales como proteína C reactiva (PCR), TNF-α, 

interleucina (IL) 6, IL-1β, Leptina, Angiotensina ll, inhibidor del plasminógeno tisular (PAI-

1), P-selectina o VCAM-1 (Cachoferio et al., 2006). Así como también una liberación 
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exacerbada de ácidos grasos libres debido a la activación de la lipolisis (Manabe 2011). 

Por otro lado, la secreción de adiponectina disminuye conforme aumenta la masa grasa, 

este efecto perjudica el almacenaje de triglicéridos e incrementa la liberación de ácidos 

grasos libres (Bastard et al., 2006). Por lo que, el aumento del consumo de ácidos grasos, 

que induce hipertrofia en los adipocitos y una alteración en la secreción de adipocinas, 

genera una respuesta inflamatoria mediada tanto por células del sistema inmune innato 

(macrófagos) como adaptativo (linfocitos T). Esta respuesta se denomina inflamación 

crónica de bajo grado asociada a la obesidad, también conocida como metainflamación 

(Bastard et al., 2006; Vidal et al., 2008; Yao et al., 2014). En condiciones normales la 

homeostasis del tejido adiposo está mantenida por la presencia de IL-10 y TGF-β, las 

cuales son secretadas por las células T reguladoras (Treg) y macrófagos tipo ll con perfil 

antiinflamatorio. Sin embargo en condiciones de obesidad aumenta la secreción de IL-6 

y TNFα, potenciando el proceso de metainflamación (Yao et al., 2014). En años recientes 

se ha visto que en obesidad la presencia de TGF-β, IL-17 e IL-6 induce una respuesta 

inmune inflamatoria Th17 (Chen et al., 2014).  

La leptina, una adipocina, es producida principalmente por el tejido adiposo. Su 

función es la de regular la ingesta de alimento así como el gasto energético y sus niveles 

están relacionados directamente con el tamaño del adipocito (Abella et al., 2014). En 

condiciones de obesidad aumenta su producción, sin embargo se presenta un proceso 

de “resistencia a la leptina”, por lo que no se puede controlar el apetito ni mantener el 

índice de masa corporal (Ahima 2006). Además, los altos niveles de leptina potencian la 

metainflamación, ya que es capaz de activar macrófagos e inducir la secreción de TNF-

α (Bastard et al., 2006). 

Otras adipocinas con propiedades proinflamatorias que se encuentran aumentadas 

en obesidad son TNF-α, IL-1β e IL-6. Estas, de manera metabólica generan resistencia 

a la insulina, debido a que inducen la fosforilación de residuos de serina y treonina; y no 

de tirosina como es normalmente en los Sustratos del Receptor de Insulina (IRS), 

impidiendo así la translocación del transportador de glucosa 4 (GLUT 4) (Arner y Lagin 

2014). Otro efecto metabólico ocasionado por estas adipocinas, es la inducción de la 

secreción en el hígado de Lipoproteína de muy baja densidad (VLDL) y triglicéridos por 

el hígado (Yudkin et al., 2000; Maachi et al., 2004). Por otro lado, la secreción de estas 
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adipocinas induce la infiltración de macrófagos tipo I que secretan IL-1β, que, aunado a 

la secreción de leptina, PCR y resistina por el adipocito potencian la producción de TNF-

α e IL-6 y con ello la metainflamación (Figura 1) (Manabe 2011; Harford et al., 2011). 

 

 

Figura 1. Características y 

diferencias entre un adipocito 

maduro sano y un adipocito 

maduro disfuncional  

 

 

 

 

 

 

 En estudios recientes se ha observado que existe una relación entre los 

Lipopolisacáridos (LPS) provenientes de la dieta y el desarrollo de la metainflamación, la 

cual estaría promoviendo las patologías asociadas a la obesidad (Hersoug et al., 2018). 

Los LPS se unen a los TLR4 presentes en la superficie de los adipocitos y estos en 

respuesta inducen la secreción de IL-6 (Ying et al., 2000). 

 

1.2.2 Estrés metabólico y oxidante 

 

En condiciones de obesidad, el incremento de ácidos grasos libres, la hiperglucemia 

y la hiperinsulinemia, están relacionados con la disfunción en los adipocitos, 

principalmente el estrés metabólico en retículo endoplasmático (RE) y en mitocondria 

(estrés oxidante) (Chen 2006). El primero se refiere al mal funcionamiento del RE, por lo 

que el correcto plegamiento y modificación de proteínas, síntesis lipídica y 

almacenamiento de Ca2+ están inhibidos. Se han descrito dos manifestaciones del estrés 

del RE: 1) el incremento de lactato y la producción de la Proteína Homóloga C/EBP 

(CHOP), lo que disminuye la producción de adiponectina; y 2) la respuesta de proteínas 

mal plegadas (URP, por sus siglas en inglés Unfolded Protein Response), las cuales se 

agregan en el citosol interfiriendo con las funciones de la célula. Ambas manifestaciones 
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pueden aumentar la secreción de lípidos y adipocinas potenciando la metainflamación 

(Gregor y Hotamisligil 2007; Hosogai et al., 2007). En cuanto al estrés de la mitocondria u 

oxidativo se da por un desequilibrio en los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

vs moléculas antioxidantes durante el procesamiento del exceso de ácidos grasos libres, 

el cual produce un desacoplamiento en la cadena respiratoria. Los niveles elevados de 

ROS, por ejemplo, el anión superóxido (O2
-), promueven la oxidación de glucosa y lípidos, 

generando Productos Finales de la Glicación Avanzada (AGEs) y Productos de la 

Lipoperoxidación Avanzada (ALEs) respectivamente (De Ferranti et al 2009; Murdolo et 

al., 2013, Ott et al., 2014). 

Por otro lado, en adipocitos cultivados con diferentes concentraciones de 

corticoesteroides o citosinas proinflamatorias, se aumenta la liberación de ácidos grasos 

libres, glicerol y citosinas proinflamatorias, los cuales interaccionan con los complejos I y 

II de la cadena respiratoria lo que induce un incremento en la concentración de O2
-, 

potenciando el estado disfuncional del adipocito (Martyn et al., 2008; He et al, 2017; 

Schönfeld et al., 2008). 

 

1.2.3 Intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina 

  

El aumento de lípidos y de estrés oxidativo observado en la obesidad da como 

resultado consecuencias tanto intracelulares (locales) como sistémicas. Las primeras se 

refieren a la producción y secreción exacerbada de adipocinas y ácidos grasos libres, así 

como la  intolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina en adipocitos (De Ferranti 

2009). Entre las segundas figuran la resistencia a la insulina, la intolerancia a la glucosa, 

la dislipidemia y la disfunción endotelial (Manabe 2011; Bastard et al., 2006; 

Wajchenberg et al., 2009).  

La glucosa es el principal combustible usado en humanos y es la única fuente de 

energía para el cerebro. Su homeostasis está controlada por la insulina (Abdul et al., 

2006), una hormona sintetizada por las células β del páncreas, que es secretada a la 

sangre y ejerce su acción por unión a su receptor. Una vez activado el receptor, se 

generan “segundos mensajeros” que estimulan dos vías de acción: I) La vía de PI3K 

(cascada de reacciones de fosforilación por una cinasa), que favorece el transporte de 



23 
 

glucosa al interior de la célula; y II) la vía MAPK que promueve el crecimiento, la 

diferenciación y proliferación celular (Menéndez et al, 2009). La insulina es una hormona 

pleiotrópica ya que no solo estimula la captación de la glucosa por el músculo, hígado y 

tejido adiposo, si no también activa la síntesis de glucógeno en hígado y músculo; así 

como la deposición de lípidos en tejido adiposo (Jeevendra et al., 2008).  

Sin embargo, cuando la secreción de insulina y su acción se deterioran, las células 

β del páncreas se tornan incapaces de sostener el estado de hiperinsulinemia lo que 

induce una hiperglucemia crónica, el cual es un rasgo característico para el desarrollo de 

Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (Proenҫa et al., 2014). Otro efecto es la resistencia a la 

insulina, la cual es definida como la disminución de la capacidad de la insulina para 

ejercer sus acciones biológicas en tejidos diana típicos, como son el músculo 

esquelético, el hígado o el tejido adiposo. Estos eventos resultan en intolerancia a la 

glucosa con alteración de la vía de PI3K, en el que los residuos de serina y treonina se 

fosforilan en lugar de los residuos de tirosina habituales en los IRS, inhibiendo la 

expresión de GLUT 4 en la superficie de la célula y con ello el transporte y la utilización 

de glucosa. Por otro lado, la hiperinsulinemia sobre estimula la vía MAPK que potencia 

la acción mitogénica y la migración de las células musculares lisas de los vasos, 

favoreciendo la aterogénesis (Menéndez et al, 2009) (Figura 2). Como se mencionó 

anteriormente la presencia de adipocinas y estrés metabólico disminuye la sensibilidad 

a la insulina (Arner y Lagin 2014). Es por estos eventos que las personas que presentan 

obesidad tienden a desarrollar DM2 (Gideon et al., 2008). 
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Figura 2. Resistencia a la insulina e inflamación. La insulina se une a la subunidad α del receptor de 

insulina, y estimula la autofosforilación de la subunidad β y la activación del receptor. Con ello se fosforilan 

los IRS. Los cuales estimulan otras cascadas de señalización, entre las que se encuentra la catalizada por la 

enzima PI3 cinasa la cual media la síntesis de glucógeno; inhibición de la lipolisis y gluconeogénesis; la 

translocación de GLUT4 a la superficie de la célula y con ello la internalización de glucosa. Al haber un 

incremento de ácidos grasos libres se estimula la generación de ROS que activan otras vías de señalización 

como la PKC la cual inhibe la autofosforilación de los IRS impidiendo de esa forma la expresión de GLUT4 

incrementando las concentraciones de glucosa libre. La vía de NFκB la cual regula la expresión de citocinas 

proinflamatorias. Potenciando el proceso inflamatorio y la RI.  

 

    1.2.4 Dislipidemia 

 

La dislipidemia se caracteriza fundamentalmente por el aumento de triglicéridos y de 

lipoproteínas de baja densidad (LDL), así como una disminución de lipoproteínas de alta 

densidad (HDL) (Proenҫa et al., 2014). Las lipoproteínas son partículas formadas por 

una fracción proteica llamada apoproteina y una fracción lipídica, su función es la de 

solubilizar y transportar lípidos en el plasma. El aumento de las LDL caracteriza al 

fenotipo aterogénico. Entre las características bioquímicas que incrementan este 

fenotipo, se señala el menor contenido en fosfolípidos y colesterol no esterificado en su 

superficie, el cual induce cambios en la conformación de la apolipoproteína B-100 lo que 

conduce a la mayor afinidad de estas partículas por proteoglicanos arteriales; también 

se señala su mayor facilidad para el transporte dentro del espacio subendotelial y mayor 
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susceptibilidad a la oxidación lipídica (Gideon et al., 2008). Cuando la capacidad del 

tejido adiposo es sobrepasada, la conversión a VLDL o partículas semejantes se retrasa 

y se da la hipertrigliceridemia, por lo que el almacenamiento de grasa se vuelve ectópico 

dañando hígado, músculo, páncreas y corazón (Laclaustra et al., 2007). 

 

1.3 Tratamientos farmacológicos   

 

La obesidad es un problema a nivel mundial y el tratamiento convencional consiste 

en la administración crónica de medicamentos que actúen venciendo la resistencia a la 

insulina, disminuyendo la presión arterial así como los niveles séricos de lípidos y glucosa 

(Nuernberg et al., 2011). Debido a que aún no se cuenta con un medicamento que 

controle la obesidad y sus patologías asociadas, es necesario que el paciente sea tratado 

a través de una polifarmacia que puede causar efectos secundarios, además de ser 

costosos para el paciente y el país (Hwang et al., 2011).  

Los tratamientos que se prescriben normalmente son: un antihiperglucémico como 

la metformina que actúa disminuyendo la gluconeogénesis en el hígado y permitiendo la 

captura de glucosa por la célula muscular. Sin embargo el uso crónico de este 

medicamento puede inducir insuficiencia renal, hepática y cardiaca, así como acidosis 

metabólica aguda o crónica (Mata 2008); y un anti-dislipidémico como el fenofibrato el 

cual es un agonista del PPARα por lo que disminuye la concentración de triglicéridos, sin 

embargo el consumo de este medicamento puede provocar molestias gastrointestinales, 

náuseas, debilidad muscular (Uchida et al., 2010). Por ello es importante generar 

estrategias farmacológicas integrales que controlen la obesidad y sus patologías 

asociadas. 

 

1.4 Flavonoides, polisacáridos y aminoácidos para el control de la disfunción en 

adipocitos 

 

El uso de extractos de plantas en la medicina tradicional para el tratamiento de una 

amplia gama de trastornos en la salud ha ido en aumento. Y debido a los grandes 

beneficios que se han observado en el control de las patologías asociadas a la disfunción 
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de adipocitos, es que se ha desarrollado la búsqueda de los compuestos responsables 

de esos beneficios, por lo que se han encontrado que los polisacáridos, flavonoides y 

aminoácidos, son los responsables de conferir esas propiedades.  

Por ejemplo, se ha visto que los flavonoides provenientes de Crataegus pinnatífida 

disminuyen el colesterol y la concentración sérica de triglicéridos; además de disminuir 

la actividad de la lipasa lipoproteica en tejido adiposo con lo que se disminuye la 

acumulación de grasa (Liang et al.,  2010). Chen y colaboradores (2010) observaron que 

el resveratrol tiene la capacidad de inhibir la adipogénesis al actuar directamente sobre 

C/EBPα y PPARγ.  Los flavonoides y taninos provenientes del fruto de Cucumis sativus 

pueden actuar como “scavenger” de radicales libres, por lo que son considerados como 

antioxidantes y antiinflamatorios (Kumar D. et al., 2010; Singh N. et al., 2010). En cuanto 

a los polisacáridos, se ha observado que participan en la regulación de la respuesta 

inmune, ya que tres polisacáridos llamados lentinan, schizophyllan y polisacárido unido 

a proteína (PSK), aislados de Lentinan edodes, Schizophyllum commune y Coriolus 

versicolor, respectivamente, inducen la secreción de citocinas inmunomoduladoras, 

como  IL-10, así como sus receptores (Ooi V.E.y Liu F. 2010). Otra propiedad de los 

polisacáridos que se ha observado, es la de reducir las concentraciones del colesterol y 

triglicéridos plasmáticos; y por otro lado aumenta las concentraciones de HDL (Zhong et 

al., 2010; Ning N  et al., 2013) indicando que, estos compuestos, juegan una papel 

importante en la regulación tanto el estado inmunológico como el estado metabólico. Por 

otro lado, los aminoácidos, además de su papel como constituyentes de proteínas y 

polipéptidos, son reguladores importantes en las vías necesarias para el mantenimiento, 

crecimiento y reproducción celular, así como para el metabolismo sistémico y la 

inmunidad, favoreciendo el procesamiento de nutrientes y la acumulación de proteínas, 

disminuyendo la adiposidad y mejorando la salud. Por otro lado, se ha observado que el 

aminoácido S-metil cisteína sulfóxido (SMCS), proveniente de Allium cepa, no solo 

controla la concentración de glucosa y lípidos en suero y tejidos, si no también normaliza 

la actividad de la hexoquinasa hepática, glucosa-6-fosfatasa y de la HMGCoA reductasa 

(Kumari K et al., 1995). Y aminoácidos provenientes de Panax ginseng, han demostrado 

su actividad como “scavenger” de radicales libres (Eun et al., 2008), controlando de esa 

manera el estado oxidante que se presenta en condiciones de obesidad (Chen 2006). 
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1.5 Modelo de superficie de respuesta  

       

El modelo de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas matemáticas que 

permite analizar un efecto que está influenciado por varias variables de carácter 

cuantitativo. Su objetivo es encontrar los valores óptimos de las variables independientes 

para encontrar la variable dependiente o de respuesta que se busca. Para ello, es 

necesario que la variable de respuesta que se desea analizar se encuentre 

adecuadamente establecida (Zambrano et al., 2014). 

En la fase inicial del estudio se trata de identificar la región de respuesta óptima y 

para ello se utilizan parámetros factoriales completos 2k o fraccionarios 2K-p, para cada 

factor se consideran tres niveles, que pueden codificarse en los valores +1(más alto), 0 

(intermedio) y -1 (más bajo). Considerando todas las posibles combinaciones de los 

niveles de los K factores, se obtiene una matriz de diseño de 2k filas, cada una de las 

cuales representa un tratamiento. Dado que el diseño de experimentación consta de tres 

niveles en cada factor, se escribe un modelo de segundo orden dado por la siguiente 

ecuación: 

𝑌𝑛 = 𝑏𝑜 + ∑ 𝑏𝑖𝑋𝑖

3

𝑖=1

+ ∑ 𝑏𝑖𝑖𝑋𝑖
2

3

𝑖=1

+ ∑ 𝑏𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗

3

𝑖<𝑗=1

 

Donde Yn es la respuesta de las variables, b0 es el coeficiente de regresión y Xi es el 

nivel codificado de cada variable independiente.  

En la figura 3 se observa la representación gráfica del modelo de superficie. 

 

Figura 3. Representación gráfica del modelo de superficie (Alfaro Villanueva J. 2014) 
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2. Antecedentes  

 

2.1 Taxonomía y botánica de Cucumis sativus (pepino) 

 

Planta herbácea anual, recubierta de pelos erizados, de raíces fasciculadas y 

desarrollo bastante superficial. Tallos trepadores o rastreros muy ramificados en la base, 

con cuatro ángulos marcados y zarcillos simples. Sus hojas son largamente pecioladas, 

fuertemente cordadas en la base, con el ápice acuminado, en cuyo limbo se aprecian de 

3 a 5 lóbulos.  Sus Flores son unisexuales, de localización axilar y color amarillento; 

inicialmente se forman las flores masculinas y posteriormente las femeninas (Maroto 

2002). Los frutos son pepónides de tamaño y forma variables. El color de su corteza 

puede ser verde, amarillo o blanco, mientras que la pulpa es siempre blanca y acuosa. 

Las semillas son alargadas, ovales, aplastadas y de color amarillento. La viabilidad de 

las semillas dependerá de las condiciones ambientales y del origen de la semilla, que 

puede ser desde unas semanas hasta 5 años (Maroto 2002; Monroy y Monroy 2006). 

Pertenece a la familia de las Curcubitaceae y su nombre científico es el de Cucumis 

sativus (Pepino) (Maroto 2002).  

 

      Información taxonómica  

REINO : Plantae 

DIVISIÓN : Magnoliophyta 

CLASE : Magnoliopsida 

ORDEN : Violales 

FAMILIA : Cucurbitaceae 

GÉNERO : Cucumis L., 1753 

ESPECIE : Cucumis sativus L., 1753 

 

2.2 Etnofarmacología de Cucumis sativus 

 

Cucumis sativus fue introducida al país después de la conquista, motivo por el cual 

no se tiene registrado su uso etnofarmacológico en la Medicina Tradicional Mexicana. 
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Sin embargo, en las revistas indizadas se tienen registros formales del uso de plantas de 

la familia de las Cucurbitaceae a la que pertenece el pepino, así como del género 

Cucumis y solo algunos para la especie sativus para el control  en forma aislada de la 

inflamación, del estrés oxidante, de la hiperglucemia, diabetes, dislipidemia y de la 

hipertensión (Ghule et al., 2009; Naik et al., 1980; Naito et al., 2005; Veeramani et al., 

2010; Vouldoukis et al., 2004; Zuhair et al., 2000).  

Algunos de los compuestos activos presentes en Cucumis sativus que podrían estar 

participando en algunas de las propiedades antes mencionadas han sido descritos. Estos 

son: a) Cucurbitacinas: miembro de los triterpenos, caracterizadas por dar el sabor 

amargo y su toxicidad, la conforman 12 miembros de los cuales Cucumis sativus tiene la 

A, B, C, D, E e I.(Rice et al., 1981); b) C-glucosidos flavonas: Cucumerina A y B, Vitexina, 

Isovitexina, Orientina, Isoorientina, saponarina, ácido 4-hidroxycinnamico (Aboud-Zaid et 

al., 2001); c) Megastigmane: I y II(Kai et al., 2007); d) Flavonoides: Kaempferol, 

quercetina, Isoramnetina(Krauze-Baranowska y Cisowski W. 2001); e) Compuestos 

fenólicos: p-coumarico, caffeic, ácido ferulico; f) Lutein; (+)-(1R,2S,5R,6S)-2,6-di-(4′-

hydroxyphenyl)-3,7-dioxabicyclo (3,3,0) octane; indole-3-aldehyde; indole-3-carboxylic 

acid y adenosina(Kai et al., 2007). 

 

2.2.1 Los extractos: acuoso y acetoetílico de Cucumis sativus, controlan la 

inflamación y las patologías asociadas a la obesidad  

 

En estudios recientes se observó que la fracción acuosa de la fruta de Cucumis 

sativus (Aq-Cs) puede actuar como antioxidante y antiinflamatorio (Kumar et al., 2010; 

Naresh et al., 2010) gracias a la presencia de flavonoides y taninos, los cuales indican 

que pueden actuar como “scavenger” de radicales libres. Por otro lado, Mohsen Minalyan 

y colaboradores (2011) demostraron su efecto antihiperglucemiante de los extractos 

hidroalcohólico y etanólico de las semillas de Aq-Cs en ratas diabéticas inducidas por la 

administración de Estreptozotocina. Mientras que Mercy y colaboradores (2008) 

observaron que el aceite de la Aq-Cs reduce los niveles de LDL disminuyendo la tasa 

aterogénica. Este efecto ya había sido observado por Roma-Ramos y colaboradores 
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(1995). Estos resultados indican que la Aq-Cs tiene propiedades que pueden ser 

utilizadas para controlar al síndrome metabólico. 

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigación, fue evaluado el efecto del 

extracto hidroalcohólico (HA-Cs), y las fracciones acetoetilica (AE-Cs) y Aq-Cs sobre el 

estado de metainflamación en la obesidad y sus patologías asociadas. Para ello se utilizó 

un modelo murino inducido por la ingesta crónica de una dieta hipercalórica (DHC) 

durante 12 semanas, elevando peso, densidad, glucosa, IL-6, IL-10 e IL-1β, 

posteriormente se administraron vía oral él HA-Cs, y las AE-Cs y Aq-Cs, de manera 

individual, durante 10 semanas, confirmando que la Aq-Cs y HA-Cs normalizaron los 

niveles de glucosa, IL-6, IL-10 e IL-1β. Este estudio señala el interés de ambos extractos 

para normalizar el estado glicémico e inflamatorio asociado a la obesidad (Arteaga et al., 

2011). 

 

2.2.2 La fracción acuosa de Cucumis sativus induce un ambiente inmunoregulador 

tanto in vivo como in vitro 

 

Con la intención de conocer la base de los resultados anteriores y si se relacionaban 

con la regulación de la respuesta inmune en obesidad, se evaluó la capacidad del Aq-Cs 

para inducir un ambiente inmunoregulador a través de la expresión de IL-10 y TGF-β en 

tejidos adiposos y riñón. Además de la capacidad de inducir células T reguladoras 

Foxp3+/CD4+/CD25+ (Treg) en condiciones inductoras de TH17. Ya que se ha reportado 

que las Treg son una población celular que controla la respuesta inmune, que también 

se han visto involucradas en controlar el ambiente originado por la obesidad y la 

metainflamación (Cipolletta et al., 2011). Para ello, se utilizó el mismo modelo murino de 

obesidad y se cuantificó la secreción de citocinas reguladoras antes mencionadas. Los 

resultados obtenidos indicaron que los compuestos presentes en el Aq-Cs, posiblemente 

controlaron la meta-inflamación y las alteraciones metabólicas presentes en ratones 

obesos a través de la inducción de un ambiente regulador. Después de 10 semanas de 

tratamiento, el Aq-Cs disminuyó la acumulación de TAVE y TAS, venció la intolerancia a 

la glucosa y la resistencia a la insulina e indujo un ambiente regulador a través de la 

expresión de IL-10 y TGF-β en los tejidos adiposos. La capacidad de los extractos de 
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generar Treg se comprobó in vitro ya que indujo estas células en condiciones inductoras 

de TH17 a manera dosis dependiente (Méndez et al., 2014). 

 

3. Justificación 

 

Debido a los malos hábitos que se han adquirido en los recientes años, tales como 

sedentarismo, ingesta de alimentos altos en calorías, entre otros, ha aumentado el riesgo 

de padecer sobrepeso y generar obesidad. Esta enfermedad es un problema de salud 

grave y creciente que se asocia a un estado proinflamatorio crónico de bajo grado que 

juega un papel muy importante en la generación de patologías como resistencia a la 

insulina, intolerancia a la glucosa, dislipidemia y disfunción endotelial que a su vez llevan 

a DM2 y a enfermedades cardiovasculares, que en conjunto se conoce como SM. México 

ha sido ubicado por la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2012 como el primer lugar 

de prevalencia mundial en obesidad, lo que indica que se deben generar estrategias 

farmacológicas alternas para el control de esta patología. Sin embargo, a la fecha no 

existe un fármaco que sea capaz de controlar de manera integral al SM, por lo que debe 

ser controlado de manera individual. Esta polifarmacia genera, por un lado gastos 

económicos muy altos tanto a los pacientes como al país y por otro lado efectos 

secundarios propios del tratamiento ingerido. Una alternativa es el uso de 

fitomedicamentos que según la ley general de Salud de 1998 los define como un extracto 

vegetal conformado por una mezcla de compuestos que pueden modificar la evolución y 

las complicaciones de una enfermedad, por lo tanto, son una alternativa real, para el 

control integral del SM.  

Con base en lo anterior surge la siguiente pregunta de investigación, ¿Las 

subfracciones de Cucumis sativus contrarrestan la disfunción en adipocitos? 

 

4. Hipótesis 

 Las subfracciones de Cucumis sativus contrarrestan la resistencia a la insulina 

en adipocitos disfuncionales 
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5. Objetivo general 

Evaluar el efecto de las subfracciones de Cucumis sativus sobre la resistencia a la 

insulina en adipocitos disfuncionales in vitro e in vivo 

   

6. Objetivos particulares 

● Identificar las subfracciones efectivas de Aq-Cs y su concentración para el 

control de la resistencia a la insulina de adipocitos 3T3-L1 disfuncionales. 

● Evaluar las mezclas de las subfracciones efectivas de Aq-Cs para controlar 

la expresión de IL-6 y de O2
- por adipocitos 3T3-L1 disfuncionales. 

● Identificar los compuestos mayoritarios presentes en las subfracciones 

efectivas del Aq-Cs 

● Evaluar in vivo la combinación efectiva de las subfracciones del Aq-Cs para 

el control de la resistencia a la insulina y expresión de interleucinas pro-inflamatorias en 

adipocitos disfuncionales en condición de obesidad 

 

7. Metodología 

 

7.1 Fraccionamiento de la fracción acuosa de Cucumis sativus  

 

Las partes aéreas de Cs, incluido el fruto, se recolectaron de un cultivo comestible 

libre de pesticidas y fertilizantes en Xochitepec, Morelos, México, en el periodo de julio a 

agosto. El material vegetal se mantuvo alejado de la luz a temperatura ambiente y se 

secó en un horno a 50 °C durante 36 h. El material de la planta seca se trituró en un 

molino eléctrico hasta que se obtuvieron partículas de menos de 4 mm de diámetro. Este 

polvo se macero con etanol/agua (60:40) a temperatura ambiente. Él HA-CS se 

concentró a presión reducida y luego se liofilizó. El extracto (50 g) se fraccionó por 

cromatografía líquido-líquido usando una mezcla 1:1 de acetato de etilo/agua. La fase 

orgánica se sometió a un proceso de destilación a baja presión para eliminar el acetato 

de etilo y las partículas remanentes de este disolvente se eliminaron mediante extracción 

a alto vacío. El volumen de la fracción acuosa (Aq) se redujo por destilación a baja 

presión obteniendo una muestra semisólida que finalmente se secó mediante un proceso 
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de liofilización (Figura 4A). Esta última mezcla (Aq-Cs, 35 g) se suspendió en metanol 

(700 ml) durante 24 h, después de la filtración, la fase soluble se concentró en un 

evaporador rotatorio (Laborota 4000, Heidolph, Schwabach, Alemania), para obtener la 

subfracción SF1 (13,3 g). El precipitado resultante se resuspendió en acetona (700 ml) 

obteniéndose una solución verde que se concentró por destilación a baja presión 

obteniendo la subfracción SF2 (4,7 g) y un precipitado amarillo el cual se le denominó 

subfracción SF3 (3,2 g) (Figura 4B). 

 

 

Figura 4.Fraccionamiento del Aq-Cs. El extracto HA-Cs fue diluido con Agua:acetato de etilo (1:1),  se 
obtuvo las fracciones acuosa (Aq-Cs) y acetoetilico (AE-Cs). El Aq-Cs se diluyó con 1:6 metanol (MeOH), 
el sólido precipitado se diluyó con acetona en una relación 1:2 (v/v).  El sobrenadante fue definido como 
SF1 y el precipitado formado fue subfraccionado y se obtuvo las SF2 y SF3.  

 

7.2 Cuantificación de LPS en las subfracciones obtenidas a partir del Aq-Cs 

 

Con la intención de evaluar la presencia de LPS en las subfracciones obtenidas a 

partir del Aq-Cs, se utilizó la prueba cromogénica de lisados de amebocitos Limulus (LAL) 

CAMBREX pyrogent® plus (QLC-1000TM). En el cual se usan lisados de amebocitos de 
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Limulus, que al interaccionar con los LPS se produce la escisión de un sustrato sintético 

y liberan para-nitrolinina (pNA) la cual genera un color amarillento, siendo la 

concentración de pNA proporcional a la concentración de LPS. Para ello se incubó 50 μl 

de las subfracciones de Aq-Cs con 50 μl de una solución de LAL a 37°C durante 10 

minutos. Pasado el tiempo de incubación, se agregaron 100 μl de la solución de sustrato 

y se incubó durante 6 minutos a 37°C. Al término de la incubación, la reacción fue 

detenida con 100 μl de la solución de paro (ácido acético, 25% v/v en agua), y la 

absorbancia fue determinada a una λ 405-410 nm en un lector de microplacas 

VERSAmax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.). La concentración de 

endotoxina fue calculada a partir de una curva estándar.  

 

7.3 Cultivo celular 

 

Los fibroblastos murinos 3T3-L1 se adquirieron de la American Type Culture 

Collection (ATCC CL-173; Rockville, MD) y se cultivaron en medio de Eagle modificado 

con Dulbecco de alta glucosa (DMEM) (ATCC 30-2002) suplementado con 10% suero 

bovino de ternera (Corning 35-022-CV, NY), gentamicina 20 μg/ml (Gibco 15710-64, 

Grand Island, NY) a 37 °C en atmósfera de CO2 al 5%, y se incubó durante 48 h. En el 

segundo día después de la confluencia, los fibroblastos se diferenciaron en adipocitos 

con dexametasona 1,0 μM (Sigma D1881, St. Louis, MO), metilisobutilxantina 0,5 mM 

(MIBX, Sigma 15879) y 1,0 μg/ml de insulina (Sigma 1882) en DMEM más 10% de suero 

bovino fetal (FBS, Gibco 16000-069). Dos días más tarde, el medio se reemplazó por 

DMEM fresco más 10% de SFB y 1,0 μg/ml de insulina, y las células se dejaron madurar 

durante 6 días. Las células se procesaron cuando el 95% de ellas mostraron rasgos 

típicos de adipocitos (día 8) (Fortis 2012). 
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Línea de tiempo de diferenciación a adipocitos: 

 

Una vez establecida la disfunción en los adipocitos como se describe a continuación, 

se agregaron cinco concentraciones (5, 10, 20, 40 u 80 μg / ml) de las tres subfracciones 

de la Aq-Cs (SF1, SF2 o SF3) al cultivo y se dejaron reposar por 24 h. Se incluyeron 

silimarina 50 μg/ml o metformina 1 mM. La silimarina se usó como control antioxidante y 

antiinflamatorio, mientras que la metformina se usó como control antihiperglucémico. 

Posteriormente se realizó la evaluación antiinflamatoria y antioxidante de las 

combinaciones de las fracciones efectivas, las cuales se muestran en la siguiente tabla: 

 

Tabla 3: Combinaciones obtenidas del modelo de superficie 

 SFI SF2 SF3 

M1 2.5 μg/ml 20 μg/ml 7.5 μg/ml 

M2 2.5 μg/ml 20 μg/ml 2.5 μg/ml 

M3 2.5 μg/ml 20 μg/ml 5 μg/ml 

M4 40 μg/ml 60 μg/ml 30 μg/ml 

M5 40 μg/ml 60 μg/ml 10 μg/ml 

 

Para evaluar la viabilidad celular a través del ensayo MTT y realizar los ensayos de 

consumo de 2-desoxiglucosa (2-DG), se sembraron adipocitos a una concentración de 

1,5⨉103 células/pozo en placas de 96 pozos. Para evaluar la liberación de glicerol, la 

concentración de IL-6 y la presencia de O2
-, las células se sembraron en una 

concentración de 4,5 x 104 células/pozos en placas de 12 pozos y se procesaron 

posteriormente. 
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7.4 Evaluación de viabilidad celular por MTT 

 

Con la intención de evaluar el efecto de las subfracciones sobre la viabilidad celular, 

los adipocitos maduros fueron incubados durante 24 horas con diferentes 

concentraciones de las tres subfracciones del Aq-Cs (5,10, 20, 40 o 80 μg/ml), silimarina 

(50 μg/ml), Metformina (1 nM) o DMSO 60%. Después del tiempo de incubación, se 

agregó 5 mg/ml de una solución de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT, sigma, M 2128) y se incubó en oscuridad a 37°C, pasado el tiempo 

de incubación se agregaron 100 μl  de una solución de SDS 10% con HCl  0.01 N (1:1) 

a cada pozo y se incubaron 2 horas más a 37°C. Al término de la incubación se cuantificó 

la absorbancia a una λ de 570 nm en un lector de microplacas VERSAmax (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.). El porcentaje de las células viables fue calculado 

utilizando la siguiente fórmula: 

 

% Viabilidad = DO células tratadas *100 

                      DO células control 

 

7.5 Inducción de adipocitos 3T3-L1 disfuncionales  

 

Con la intención de evaluar la capacidad de las subfracciones para controlar la 

disfunción en adipocitos. Los adipocitos maduros se incubaron durante 24, 48, 60 o 72 h 

con 0,1 μM o 1 μM de dexametasona, con o sin insulina 1 μM. En otro experimento, para 

inducir adipocitos disfuncionales, las células se cultivaron en presencia de 1 ng/ml de IL-

1β (DB Biosciences 51-26666E, San Diego, CA) durante 24, 48, 60 o 72 h, con o sin 

Insulina 1 μM. Como se mencionó anteriormente, la densidad celular final utilizada 

dependía del ensayo que se realizaría. 

 

7.6 Consumo de 2-Deoxiglucosa 

 

El consumo de 2-DG se determinó para seleccionar las condiciones más eficientes 

para inducir adipocitos disfuncionales, y para evaluar la efectividad de las 
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concentraciones de las subfracciones de la Aq-Cs evaluadas para controlar la disfunción 

metabólica. El consumo de 2-DG se determinó mediante un ensayo colorimétrico con el 

kit Uptake 2-DG (Sigma MAK083), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, las células se lavaron dos veces con Buffer de fosfatos salino (PBS) y se 

incubaron en DMEM sin FBS durante 4 h. Las células se lavaron tres veces y se 

incubaron durante 40 min en buffer KRPH (HEPES 20 mM, KH2PO4 5 mM, MgSO4 1 mM, 

CaCl2 1 mM, NaCl 136 mM y KCl 4,7 mM) más albúmina bovina al 2%. Posteriormente, 

las células se estimularon con insulina 1 μM durante 20 minutos; se añadió 10 mM 2-DG, 

se mezcló y se incubó durante 20 minutos. Las células fueron lisadas en ciclos de 

calentamiento-congelación, y se añadió la solución de reacción A (buffer de ensayo más 

mezcla de enzimas en una proporción de (8: 2); las placas se incubaron a 37 ° C durante 

60 minutos en la oscuridad; luego, se añadió buffer de extracción y se dejó reposar 

durante 5 minutos, y la reacción se detuvo añadiendo la solución de reacción B (53% de 

glutatión reductasa, 42% de sustrato DTNB y 5% de mezcla de reciclado). Las placas se 

mezclaron completamente y la absorbancia se midió a 412 nm. La concentración de 2-

DG fue calculado a partir de una curva estándar. 

 

7.7 Cuantificación de glicerol en el medio de cultivo 

 

La liberación de glicerol fue determinada para seleccionar las condiciones óptimas 

para inducir la disfunción de los adipocitos y para evaluar la eficacia de las 

concentraciones de las subfracciones de la Aq-Cs evaluadas para revertir la disfunción. 

La concentración de glicerol se cuantificó en el medio usando el kit Colorimetric Assay 

Glycerol (Sigma MAK117). Brevemente, se transfirieron 10 μl de medio de cultivo de 

cada condición a placas de 96 pozos y se añadieron 100 μl/pozo de Master Reaction 

Mix; después, las placas se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente, en 

oscuridad. Luego, se midió la absorbancia a 570 nm. La concentración de glicerol fue 

calculado a partir de una curva estándar usando la siguiente ecuación: 

C=(A570)muestra/pendiente 

C: Concentración de glicerol en mM 

Pendiente: Pendiente determinada por la curva estándar 
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7.8 Modelo de superficie de respuesta 

 

Se construyó un modelo de superficie de respuesta para determinar la combinación 

de las concentraciones efectivas de las subfracciones que puedan controlar a los 

adipocitos disfuncionales. El diseño experimental consistió en evaluar el efecto de las 

variables X1, X2 y X3, que corresponden a concentraciones efectivas de las subfracciones 

SF1, SF2 y SF3 en dos variables de respuesta Y1 e Y2 (consumo de 2-DG y liberación 

de glicerol). Esto, debido a que las concentraciones de las subfracciones de la Aq-Cs 

que aumentaron el consumo de 2-DG fueron de 40 μg/ml (SF1 y SF2) y 20 μg/ml, y las 

concentraciones que disminuyeron la liberación de glicerol fueron de 5 μg/ml (SF1 y SF3) 

y 40 μg/ml (SF2). El diseño factorial se ajustó a 23-1 modelos polinómicos cuadráticos, 

con cinco combinaciones en total (M1-M5). Las variables fueron codificadas acorde a la 

siguiente ecuación: 

𝑥𝑖 = (𝑋𝐼 − 𝑋0)/∆𝑋𝑖 

Donde xi es el valor codificado para la variable independiente; Xi es el valor real de 

la variable independiente; X0 es el valor de la variable independiente en el punto central, 

y Δxi es el valor de incremento de la variable independiente. 

El modelo predictivo para el punto óptimo fue expresado acorde a la siguiente 

ecuación: 

𝑌𝑛 = 𝑏𝑜 + ∑ 𝑏𝑖𝑋𝑖

3

𝑖=1

+ ∑ 𝑏𝑖𝑖𝑋𝑖
2

3

𝑖=1

+ ∑ 𝑏𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗

3

𝑖<𝑗=1

 

 

Donde Yn es la respuesta de las variables, b0 es el coeficiente de regresión y Xi es el 

nivel codificado de cada variable independiente. Los datos fueron analizados aplicando 

el procedimiento de regresión para la superficie de respuesta, usando el software 

Minitab® v18.1. Tres niveles fueron codificados para las variables independientes, 

máximo, intermedio y el mínimo, la amplitud de cada nivel fue del 50%. 
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Tabla 2. Variables independientes experimentales y niveles usados 

  Niveles 

 Variable Codificado  Codificado 

 –1 0 1 

Liberación de 

glicerol 

SF1 X1  2.5 μg/mL 5 μg/mL 7.5 μg/mL 

SF2 X2  20 μg/mL 40 μg/mL 60 μg/mL 

SF3 X3  2.5 μg/mL 5 μg/mL 7.5 μg/mL 

Consumo de 

2-DG  

SF1 X1  20 μg/mL 40 μg/mL 60 μg/mL 

SF2 X2  20 μg/mL 40 μg/mL 60 μg/mL 

SF3 X3  10 μg/mL 20 μg/mL 30 μg/mL 

 

7.9 Cuantificación de citocinas mediante la técnica de ELISA en sándwich 

 

Los adipocitos se trataron durante 24,48, 60 o 72 horas con dexametasona 1 μM o 

con IL-1β 1 ng/ml. Después de la incubación, el medio de cultivo fue recogido y la 

concentración de IL-6 fue cuantificada por ELISA (OptEIATM BD, 555240, San Diego)  

siguiendo las instrucciones descritas por los fabricantes. Previamente se sensibilizaron 

placas de 96 pozos con 100 µl por pozo de anticuerpo de captura a una concentración 

de 1:250 diluido en buffer de Carbonatos de sodio 0.1 M pH 9.5. Se incubó toda la noche 

a 4 °C. Al día siguiente se realizaron lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%, los pozos 

fueron bloqueados con PBS-SFB 10% y se incubó durante una hora, al terminar el tiempo 

de incubación las placas se lavaron, se adiciono 100 µl de muestra y/o curva estándar a 

cada pozo y se incubó durante 2 horas, después la placa fue lavada y se agregó 100 µl 

por pozo de una concentración 1:500 del anticuerpo de detección en PBS-SFB 10% 

acoplado a la enzima HRP (1:250) y se incubó durante 1 hora, pasado el tiempo de 

incubación se realizaron lavados. La lectura de densidad óptica se realizó después de 

unos 10 a 30 minutos de incubación con el substrato TMB (Life technologies, 002023) y 

su posterior paro de reacción con H2SO4  2 N en un lector de ELISA a 450 nm. La 

concentración de IL-6 fue calculada como pg/mg de proteína en una curva estándar. La 

cuantificación de proteínas se realizó mediante el método de Bradford (Sigma B6916-

500ML). 
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7.10 Cuantificación de O2
- a través de Dihidroetidio 

 

El O2- se detectó mediante el uso de dihidroetidio (DHE) el cual se oxida a etidio por 

este ROS (Pedraza et al., 2009). Brevemente, los adipocitos se cultivaron en placas de 

12 pozos y se incubaron con o sin dexametasona 1 μM y/o insulina 1 μM; o 1 ng/ml de 

IL-1β y/o insulina 1 μM durante 24, 48, 60 o 72 h. Cinco minutos antes de finalizar el 

tiempo de incubación, se añadió DHE 20 μM (Sigma D7008). Luego, las placas se 

lavaron tres veces con PBS. Se añadió DMEM más 10% de FBS, y las células se 

analizaron y fotografiaron usando un lector de placas multimodal de imagen celular 

Cytation 5 (Biotek Instruments, Winooski, VT), usando el software Gen 5 (instrumentos 

Biotek) bajo un objetivo 20X. La intensidad de fluorescencia se cuantificó con el software 

MetaMorph Image Analysis v.6.1. (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 

          

7.11 Determinación de compuestos presentes en las subfracciones por 

cromatografía en capa fina 

 

Con la intención de conocer el perfil químico de las subfracciones obtenidas de la 

Aq-Cs, se realizó Cromatografía en Capa Fina (CCF) tanto de fase normal como de fase 

reversa. Para ambas, se utilizó una fase estacionaria recubierta por sílica gel 

(Cromatofolio de sílica gel 60 F245, Merck), a la que se le marcaron los puntos de 

aplicación de la muestra con un espacio de 0.5 cm en el borde inferior. Posteriormente 

se colocó la muestra y los estándares comerciales para flavonoides (Rutina), 

aminoácidos (glicina, alanina, serina, valina, leucina, asparagina, ácido aspártico, lisina, 

ácido glutámico y arginina) y polisacáridos (glucosa). Luego la placa con las muestras se 

colocó en una parrilla con la intención de eliminar el disolvente y se colocó en una cámara 

cromatográfica la cual ya contenía la fase móvil. Para la fase normal se utilizaron diversos 

sistemas de diferente polaridad, entre ellos Diclorometano:metanol (7:3 v/v), acetato de 

etilo:metanol:agua:ácido acético glacial (7:2:2:0.5 v/v) y n-butanol:acetona:ácido acético 

glacial:agua (35:35:10:20 y 70:70:20:10 v/v),  mientras que para la fase reversa se utilizó 

un sistema de agua:acetonitrilo (7:3 v/v). Las placas se retiraron de cada sistema cuando 

alcanzaron el 90% de corrimiento de manera que quedara un espacio de 0.5 cm entre el 
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límite de la corrida y el final superior. Las placas se acomodaron en la parrilla para 

eliminar el solvente y se observaron bajo luz UV. Posteriormente a las placas se les 

aplicaron los reveladores Naftol (Sigma) para la determinación de polisacáridos, 

Ninhidrina (Merck) para determinar aminoácidos, 4-hidroxibenzaldehído (Merck) o 

revelador para flavonoides (difenilborato de aminoetanol) (Sigma) siguiendo las 

instrucciones del proveedor. Una vez reveladas las placas fueron secadas en la parrilla, 

se observaron los patrones de manchas bajo luz UV y luz visible, y se compararon entre 

fracciones. 

 

7.12 Análisis ULPC-MS 

 

Para identificar los compuestos bioactivos, las subfracciones SF1, SF2 y SF3 se 

sometieron a un análisis cromatográfico utilizando un Acquity UPLC (Waters, Milford MA, 

EE. UU.), el cual cuenta con una bomba cuaternaria y una columna con inyector 

automático. La cromatografía de líquidos se realizó a 30° C, utilizando una columna 

Acquity UPLC BEH 1.7 C18 (2.1 x 10 mm, 1.7 mm). Dicha columna se eluyó con un 

sistema de gradiente que consistía en ácido fórmico al 0,1% en agua (A) y ácido fórmico 

al 0,1% en acetonitrilo (B) con un caudal de 0,3 µl/min. La columna se mantuvo al 100% 

de A durante 2 minutos y posteriormente se elevó al 100% de B (curva 6) durante 14 

minutos, seguido de un período de 1 minuto al 100% de B, antes de un rápido retorno al 

100% de A, y un período de equilibrio de 2 min. El tiempo de corrida fue de 20 minutos. 

El volumen de inyección de las muestras fue de 5 µL. El análisis de espectrometría de 

masas se realizó y analizó en un espectrómetro de masas TQD de triple cuadrupolo 

(Waters, Milford, MA) a través de una fuente de iones de electropulverización Z-spray, 

en un modo ESI positivo. Las temperaturas de fuente y desolvatación fueron de 150 y 

450° C respectivamente. Se utilizó una combinación de voltaje de cono de 20V y voltaje 

capilar de 2.5 kV. Se empleó nitrógeno tanto para el gas de desolvatación como para el 

gas de cono. Las condiciones óptimas de detección se determinaron mediante la infusión 

constante de soluciones estándar (50 µM) en disolvente. La exploración de MS se realizó 

utilizando argón como gas de colisión. Las condiciones de detección se determinaron 

mediante infusión constante de soluciones estándar (50 µg/ml) en agua acidulada (ácido 
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trifluoracético al 0.05%). Para identificar los principales aminoácidos contenidos en cada 

fracción se utilizaron como estándares cromatográficos los estándares comerciales de 

glicina (6-7126), arginina (A-4881), asparagina (A-8131), lisina (L-6001), leucina (L-

7750), isoleucina (I-2627), aspartato (A-8881) y glutamato (6-1001) (todo de sigma). 

 

7.13 Inducción de obesidad murina  

 

Se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6J de 18 a 20 gramos que se 

alimentaron con una dieta hipercalórica (DHC) (Harlan TD.06414 Adjusted Calories Diet 

(60/Fat)) de manera crónica. Al inicio del experimento, los ratones fueron evaluados de 

manera individual en cuanto a peso, índice de Lee (proporcional al índice de masa 

corporal en humanos); así como glicemia, colesterol y triglicéridos en ayunas, curvas de 

tolerancia a la glucosa e insulina, lo que se repitió a las 15 semanas de ingesta de la 

dieta, momento en que los ratones presentaban obesidad. Posteriormente, la 

administración de la combinación M5 se llevó a cabo durante 10 semanas más, en donde 

al final se evaluó el efecto de esta combinación sobre los parámetros metabólicos y 

físicos. El manejo de los animales de laboratorio se realizó con estricto apego a la NOM 

vigente (Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio). 

 

7.14 Grupos experimentales 

 

Los ratones fueron agrupados de acuerdo al tratamiento que recibieron. Los ratones 

del grupo control ingirieron la dieta isocalórica (DIC) durante 25 semanas. Dos grupos 

más fueron alimentados con una dieta hipercalórica (DHC) también por 25 semanas, 

para el desarrollo de obesidad. A las 15 semanas de alimentación con la DHC a un grupo 

de ratones se le administró vía oral de la combinación M5 (SF1= 40 μg/ml; SF2= 60 

μg/ml; SF3= 10 μg/ml).  
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7.15 Medición del peso  

 

       Los ratones fueron pesados al inicio de la ingesta de la DHC (semana 0), y al 

inicio de la administración de la M5 (semana 15) y al final de la administración de la M5 

(semana 25). 

 

7.16 Determinación del índice de Lee 

 

Una vez pesados los ratones, se determinaron las longitudes naso-anales para 

calcular el índice de Lee de obesidad que es proporcional al índice de masa corporal en 

humanos, usando la fórmula:  

Índice de obesidad de Lee = peso (g) x 0.33/ (longitud naso-anal (cm))2 

El índice de Lee, se calculó en las mismas semanas en que fueron pesados los 

ratones, semana 0, 15 y 25.  

 

7.17 Determinación sérica de glucosa en ayunas y curva de tolerancia a la glucosa 

 

Para la determinación sérica de glucosa al inicio del experimento (semana 0), al 

intermedio (15 semanas) y al final del experimento (25 semanas), se tomó una muestra 

de sangre periférica (de la vena caudal) después de un ayuno de 6 horas. Para la curva 

de tolerancia a la glucosa, se tomó una muestra inicial como se explicó anteriormente, 

que será el basal, y posteriormente se administró oralmente una solución de glucosa con 

una concentración de 2 g/Kg de peso del ratón. Se tomó muestras de sangre cada 30 

min hasta los 120 min. Las determinaciones se realizaron con un glucómetro de la marca 

Accu-chek Performance de Roche. Con los datos obtenidos se construyó la curva de 

respuesta y se calculó el área bajo la curva mediante el método del Trapezoide, a través 

de la siguiente fórmula. 

 

∑ 𝑥𝑛 (𝑥)

𝑥0

 𝛿𝑋 =  1
2 ⁄ ℎ ⌈(𝑦0 + 𝑦𝑛) + 2(𝑦1 + 𝑦2 + 𝑦3 + 𝑦𝑛−1⌉ 
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7.18 Determinación indirecta de la resistencia a la insulina  

 

Para la determinación de manera indirecta de la resistencia a la insulina, se realizó 

una curva de tolerancia a la insulina. En la cual los ratones se sometieron a 4 horas de 

ayuno y se obtuvo una muestra de sangre periférica (vena caudal) de los animales, se 

cuantificó la concentración de glucosa (mg/dl) utilizando un glucómetro (tiempo 0) y 

posteriormente se administró insulina humana de acción rápida (Humulin-R Lilly France, 

S.A., Francia) vía intraperitoneal a una concentración de 0.25 Ul/Kg y se cuantificó 

nuevamente la glucemia a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a su aplicación. 

 

7.19 Determinación sérica de triglicéridos y colesterol en ayunas 

 

Con la intención de evaluar el efecto tanto de la ingesta de la DHC (semana 15) así 

como de la administración de la M5 (semana 25) sobre la concentración sérica de 

triglicéridos y colesterol. Se obtuvo una muestra de sangre de la vena maxilar, la cual fue 

centrifugada a 1500 rpm durante 8 minutos y se obtuvo el suero. Para cuantificar estos 

parámetros se utilizaron los kits comerciales de Química clínica aplicada S.A.: Colesterol-

LQ (990159) y triglicéridos-LQ (41031), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para 

ello, se agregaron 250 μl/pozo del reactivo de color correspondiente a cada parámetro a 

evaluar (colesterol o triglicéridos, según el kit), y se adicionaron 2.5 μl de la muestra a 

evaluar. Se dejó incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y 

posteriormente se realizó la lectura de la absorbancia a 505 nm en un lector de 

microplacas VERSAmax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EE.UU.).  

 

Los cálculos se realizaron mediante la siguiente fórmula: 

A: absorbancia 

          A muestra 

          A estándar 

 

 

 

x concentración del estándar = mg/dl colesterol o triglicéridos 
= 
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7.20 Determinación de citocinas en extractos acuosos tisulares 

 

Con la intención de evaluar el efecto antiinflamatorio de la M5, después de las 10 

semanas de la administración de la M5 se obtuvo hígado y tejido adiposo subcutáneo 

(TAS). Los cuales fueron procesados para obtener extractos acuosos tisulares en 

presencia de un inhibidor de proteasas de serina el PMSF al 0.1% en una dilución 1:10 

con respecto al peso del órgano o tejido. Posteriormente se cuantificó la concentración 

de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en dichos extractos acuosos tisulares, 

mediante la técnica de ELISA, siguiendo el protocolo descrito anteriormente y usando los 

siguientes kits: IL-10, IL-6, TGF-β e IL-1β, todos de BD OptEIA. 

 

  7.21 Análisis estadístico 

 

Todos los parámetros se recopilaron en una base de datos utilizando el programa 

Excel. Las diferencias entre grupos se realizaron con una prueba de ANOVA y una 

prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Todos los datos se analizaron con el programa 

INSTAT para realizar los análisis uni y multivariados. Con un valor de P≤0.05. 

 

8. Resultados 

 

8.1 La concentración de LPS presente en las subfracciones de la Aq-Cs son menores 

a 4 UE/ml. 

 

El LPS es el mayor componente glucolípido de la membrana exterior de las bacterias 

gram negativas, está conformado por cadenas de oligosacáridos y polisacáridos, así 

como una parte lipídica (lípido A), este último al unirse al TLR4 inicia una señalización 

en cascada que resulta en la activación de una respuesta pro-inflamatoria y un aumento 

de estrés oxidante (Nabil et al., 2015). Saber su concentración en las subfracciones, era 

importante debido a que se ha observado una relación entre el desarrollo de la 

metainflamación en tejido adiposo durante la obesidad con la concentración de LPS 

(Hersoug et al., 2018). 
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En la figura 5, se muestran las concentraciones de LPS representadas por unidades 

de endotoxinas por ml (EU/ml), presentes en los tratamientos, en donde se puede 

observar que el agua inyectable (blanco)  (0.1 EU/ml), el agua destilada utilizada para la 

preparación de las subfracciones (0.3 EU/ml) y la SF3 (0.2 EU/ml), no presentan 

diferencias significativas (p>0.05) indicando la ausencia de LPS. Por otro lado, las 

subfracciones SF1 y SF2 tienen un 2.8 y 3.2 EU/ml, respectivamente, que, aunque son 

significativamente más altos que el control negativo (p≤0.05) se encuentran dentro de los 

valores que no inducen una respuesta pro-inflamatoria (Ying et al., 2000). 

 

Figura 5. Cuantificación de LPS. Se realizó el ensayo LAL, el cual cuantifica la concentración de 
unidades de endotoxinas por ml (EU/ml), en el agua destilada, LPS liofilizado, SF1, SF2 y SF3. Los valores 
son representados como media±DE. Los valores con significancia estadística son considerados con un 
valor de P≤ 0.05. Los asteriscos indican diferencias estadísticas significativas.  

 

8.2 Las subfracciones obtenidas a partir de la Aq-Cs no afectan la viabilidad de los 

adipocitos evaluada por MTT 

 

La determinación del efecto de las subfracciones sobre la viabilidad en el adipocito 

es un requisito crítico para analizar su capacidad para controlar la resistencia a la 

insulina y/o las condiciones pro-inflamatorias y pro-oxidantes inducidas por 

dexametasona o IL-1β. Como se muestra en la Fig. 6, todas las concentraciones de las 

subfracciones evaluadas (5, 10, 20, 40 u 80 μg/ml) arrojaron valores de viabilidad celular 

que oscilan entre 74,4% y 100% con respecto a adipocitos metabólicamente sanos 

(Adipocito con 1 μM Insulina); en contraste, el tratamiento con 60% de DMSO causó 

una disminución significativa del 89.5% en la viabilidad de los adipocitos con respecto a 

las células sanas (P ≤ 0.05). 
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Figura 6. Efecto de las subfracciones de la CsAq sobre la viabilidad de las células 3T3-L1. Las 
células 3T3-L1 fueron tratadas con 0.016, 0.08, 0.4, 2 o 10 μg/ml de las SF1, SF2, SF3 y con DMSO 60% 
durante 24 horas. Otras células no recibieron tratamiento. La viabilidad celular se evaluó por el ensayo de 
MTT Los valores son representados como promedio ± DE. Los asteriscos indican diferencias estadísticas 
significativas (p≤0.05). 

  

8.3 En adipocitos maduros se induce disfunción con 1 μM de insulina y 1 μM de 

dexametasona  

 

Se ha demostrado que una administración constante de glucocorticoides como la 

dexametasona ha demostrado que induce resistencia a la insulina, la cual es una 

característica clave de la disfunción. En adipocitos en cultivo, la resistencia a la insulina 

se observa como una disminución en el consumo de glucosa y/o la incapacidad para 

almacenar lípidos. Como se muestra en la Fig. 7A, la dexametasona 0.1 μM no alteró el 

consumo de 2-DG (un análogo de glucosa) a las 24 horas de incubación, mientras que 

la dexametasona 1 μM disminuyó significativamente (14.3%, P ≤ 0.05) el consumo de 2-

DG con respecto a los adipocitos sin insulina (Fig. 7A). Después de 48 h, se observó una 

disminución significativa (P ≤ 0.05) de 45.8% (0.1 μM) y 43.3% (1 μM) con respecto al 

control. Finalmente, no se observaron diferencias significativas en el consumo de 2-DG 

con respecto al control solo a las 60 y 72 h de incubación. 

 La concentración de glicerol en el medio se cuantificó como otro marcador de la 

disfunción de los adipocitos. No se observaron diferencias significativas a las 24 h de 

incubación con 0.1 μM o 1 μM de dexametasona (P> 0.05) con respecto a los adipocitos 
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tratados sólo con insulina (Fig. 7B). Mientras tanto, se observó un aumento significativo 

(P≤ 0.05) de 54%, 40.1% y 25.2% en células tratadas con dexametasona 0.1 μM a 48, 

60 y 72 h de cultivo, respectivamente. La liberación de glicerol aumentó un 67.8% y un 

63.4% y disminuyó un 37.4% en los adipocitos tratados con dexametasona 1 μM en 

comparación con los controles a las 48, 60 y 72 h, respectivamente. Estos resultados 

indican que las células tratadas con 1 μM de dexametasona más 1 μM de insulina y 0.1 

μM de dexametasona más 1 μM de insulina durante 48 h indujeron insensibilidad a la 

glucosa y aumentan la lipólisis como manifestación de la disfunción de los adipocitos. 

Por otro lado, se evaluó la capacidad de la dexametasona para inducir un estado 

pro-inflamatorio y un estado pro-oxidante; sin embargo, la dexametasona no indujo un 

aumento significativo en la secreción de IL-6 con respecto a los adipocitos con insulina 

en los tiempos evaluados (Fig. 7C). Y se obtuvo un resultado similar en la cuantificación 

de O2- (Figura 8). 

 

Figura 7. Cinética de inducción de disfunción por Dexametasona. Se incubaron adipocitos con 

0.1 μM y 1 μM durante 24, 48, 60 o 72 horas y se cuantificó: A) consumo de 2-DG; B) Concentración 

de glicerol; y C) Concentración de IL-6 en el medio de cultivo. Los valores son representados como 

media±DE. Asteriscos significan diferencias estadísticas significativas (p≤0.05). 
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Figura 8. Expresión de DHE inducido por Dexametasona. Se incubaron adipocitos con 0.1 μM 

y 1 μM durante 24, 48, 60 o 72 horas y se cuantificó él % de intensidad de DHE. Los valores son 

representados como media±DE. Asteriscos significan diferencias estadísticas significativas (p≤0.05). 
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8.4 En adipocitos maduros la IL-1β (1ng/ml) aumenta la expresión de IL-6 y la 

producción de O2
-  

 

Los adipocitos disfuncionales se caracterizan no solo por una disminución en el 

consumo de glucosa y un almacenamiento inadecuado de lípidos, sino también por un 

estado pro-inflamatorio (aumento de las concentraciones de IL-6) y estrés oxidativo 

(aumento de los niveles de O2
- citosólico) (Fortis et al., 2013; Rotter et al., 2003). Y dado 

que la presencia de dexametasona no indujo esas condiciones, se  evaluó la capacidad 

de la IL-1β para inducir un aumento en la secreción de IL-6 y en la expresión de O2
-. 

En los resultados se observó un aumento significativo, casi del doble (P ≤ 0,05) en 

la secreción de IL-6 cuando los adipocitos se cultivaron solos y con IL-1β con o sin 

insulina durante 24 h (Fig. 9A). A las 48 horas se observó que la presencia de la IL-1β 

ya sea en presencia o ausencia de la insulina hay un aumento significativo en la 

concentración de IL-6  en los tiempos evaluados a las 48 horas (aumento de 2,1 y 1,7 

veces), 60 horas (aumento de 2 y 1,3 veces) y 72 horas (aumento de 2,8 y 1,4 veces). 

Como se muestra en la Fig. 9B, se observó un aumento significativo (P ≤ 0.05) en la 

intensidad de DHE (aproximadamente 50% en intensidad de DHE, Fig. 10) en adipocitos 

tratados con insulina o con IL-1β durante 24 h, indicando niveles mayores de O2
-. Por 

otro lado, el tratamiento con IL-1β durante 48 h causó un aumento significativo de 

aproximadamente el 50% (P ≤ 0.05) en la intensidad del DHE con respecto a las células 

con insulina (figs. 10B y 10E). A las 60 h de cultivo, se observó un aumento similar de 

aproximadamente 50% (P ≤ 0,05) en la intensidad del DHE en células tratadas sólo con 

insulina, y también en aquellas tratadas con IL-1β (Figuras 10C y 10E).  

Estos resultados indican que la secreción de IL-6 y la producción de ROS 

aumentaron en los adipocitos tratados con IL-1β 1 ng/ml durante 48 h. Por lo tanto, esta 

condición se seleccionó para evaluar la capacidad de las combinaciones de las 

subfracciones de la Aq-Cs para controlar estos parámetros. 
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Figura 9. Cinética de inducción de disfunción por IL-1β. Se incubaron adipocitos con 1 ng/ml  de 
IL-1β durante 24, 48, 60 o 72 horas, con o sin insulina y se cuantificó: A) La concentración de Il-6 en el 
medio de cultivo y B)  el porcentaje de intensidad de DHE. Los valores son representados como media±DE. 
Asteriscos significan diferencias estadísticas significativas (p≤0.05). 
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Figura 10. Expresión de DHE inducido por IL-1β Se incubaron adipocitos con 1 ng/ml de IL-1β con 
o sin insulina 1 μM durante 24, 48, 60 o 72 horas y se cuantificó la expresión de DHE. 

 

8.5 Las SF1 (5 μg/ml), SF2 (40 μg/ml) y SF3 (5 μg/ml) disminuyen la concentración 

de glicerol en el medio de cultivo de adipocitos disfuncionales 

 

Se indujo disfunción en los adipocitos mediante el cultivo de adipocitos maduros con 

dexametasona 1 μM e insulina 1 μM durante 48 horas. El efecto de las subfracciones de 

la Aq-Cs SF1, SF2 y SF3 se evaluó midiendo la liberación de glicerol, y en comparación 

con la silimarina y la metformina. 

Con respecto a la concentración de glicerol en el medio (Fig. 11), los adipocitos 

tratados con 1 μM de insulina liberaron 3.7 mg/dL, mientras que los tratados con 

dexametasona liberaron 6 mg/dL, produciendo un aumento significativo de 

aproximadamente el 40% (P≤ 0.05) en comparación con los adipocitos tratados con 1 

μM de insulina. Mientras tanto, se observó una disminución significativa en la 

concentración de glicerol (1,5 mg/dL, P≤0,05) en las células tratadas con silimarina; 

mientras, las células tratadas con metformina mostraron niveles similares de glicerol en 

comparación con las células incubadas con 1 μM de insulina (P> 0.05). Las 

subfracciones SF1 y SF3 tienen un efecto dependiente de la concentración en la 

liberación de glicerol, es decir, una mayor concentración de las subfracciones aumenta 
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la liberación de glicerol, por lo que la concentración efectiva de estas dos subfracciones 

es de 5 μg/ml. Mientras que SF2 induce una respuesta bimodal y se observó que la 

concentración de 40 μg/ml mantenía la concentración de glicerol similar a los adipocitos 

tratados con 1 μM de insulina. 

 

 

 

Figura 11. Efecto de las subfracciones sobre la liberación de glicerol en el medio de cultivo. Se 
incubaron adipocitos con 1 μM dexametasona durante 48 horas, posteriormente se agregaron los 
diferentes tratamientos durante 24 horas más. Los valores son representados como media±DE. Asteriscos 
significan diferencias estadísticas significativas (p≤0.05). 

 

8.6 Las SF1 (40 μg/ml), SF2 (40 μg/ml) y SF3 (20 μg/ml) aumentan el consumo de 

2-DG en adipocitos disfuncionales 

 

Por otro lado se evaluó el efecto de las subfracciones de la Aq-Cs SF1, SF2 y SF3 

sobre el consumo de 2-DG en adipocitos disfuncionales con dexametasona 1 μM e 

insulina 1 μM durante 48 horas.  
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Como se muestra en la Fig. 12, la dexametasona disminuyó el consumo de 2-DG en 

un 70% en comparación con los controles (P ≤ 0.05). La silimarina no indujo un aumento 

significativo en el consumo de DG 2, pero la metformina, un fármaco utilizado para tratar 

la hiperglucemia en pacientes diabéticos, permitió a los adipocitos consumir un 65% más 

de 2-DG, produciendo una diferencia significativa con respecto a las células tratadas con 

dexametasona (P ≤ 0.05). Por otro lado, SF1 y SF3 inducen el consumo de 2-DG, 

mostrando un efecto bimodal, en donde la respuesta máxima está en la concentración 

de 40 μg/ml para los adipocitos que fueron tratados con SF1 y 20 μg/ml para SF3. 

Mientras que SF2 tiene un efecto dependiente de la concentración, por lo que la 

concentración efectiva es de 40 μg/mL y en donde el consumo de 2-DG es del 57% 

 

Figura 12. Efecto de las fracciones sobre el consumo de 2-DG. Se incubaron adipocitos con 1 μM 
dexametasona durante 48 horas, posteriormente se agregaron los diferentes tratamientos durante 24 
horas más. Los valores son representados como media±DE. Asteriscos indican diferencias estadísticas 
significativas (p≤0.05). 
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8.7 Se obtuvieron 5 combinaciones de las 3 subfracciones que controlaron la 

disfunción inducida a adipocitos por la dexametasona  

 

Con el fin de encontrar las mezclas más efectivas de las subfracciones seleccionadas 

para regular el consumo de 2-DG y la liberación de glicerol en adipocitos disfuncionales, 

se construyó un modelo de superficie de respuesta. Los resultados experimentales de 

dicho modelo se muestran en la Tabla 6 y las 5 combinaciones evaluadas se muestran 

en la Tabla 7. Los resultados indican que los valores obtenidos son comparables a los 

obtenidos en los controles (silimarina y metformina) ya que son superiores a 120 mg/ml 

para 2-DG, y entre 1 a 4 nM para de glicerol. 

Las gráficas tridimensionales se obtuvieron calculando la respuesta de superficie 

para el consumo de 2-DG y la liberación de glicerol (Figura 13A y 13B). Tal como se 

muestra, las combinaciones M1, M4 y M5 tienen un aumento en el consumo de 2-DG, 

por lo que se encuentran en el pico de respuesta más alto en el gráfico del modelo de 

superficie (figura 13A y tabla 7). Los resultados obtenidos sobre la concentración de 

glicerol indican que, las combinaciones M1, M3, M4 y M5 mantienen esta concentración 

en el rango de 1-2 nM, valores que pertenecen a los niveles más bajos del gráfico del 

modelo de superficie (Fig. 13B y tabla 7). 

 

 

Figura 13. Gráfico de superficie de respuesta. Se construyó un modelo de superficie de respuesta 
para identificar las combinaciones óptimas de subfracciones a una concentración efectiva. Para esto, se 
agregaron combinaciones de las subfracciones efectivas a los adipocitos 3T3-L1 disfuncionales y se 
incubaron durante 24 h adicionales. Se evaluó el efecto de las combinaciones en el consumo de 2-DG 
(A) y la liberación de glicerol (B). La gráfica muestra el efecto de las combinaciones de las subfracciones 
efectivas para ambos parámetros. 
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Tabla 6. Resultados experimentales del diseño factorial fraccional  

 SF1 SF2 SF3 Consumo 2-

DG 

Liberación de 

glicerol 

Tratamiento x1 x2 x3 Y (pmol/dL) Y (nM) 

1* –1 –1 –1 149.5 2.1 

2* –1 –1 0 126.5 1.8 

3* –1 –1 1 162.4 1.5 

4# 0 1 –1 194.9 1.6 

5# 0 1 1 160.2 1.5 

*1,2,3: x1 = ((X1 – 5)/2.5), x2 = ((X2– 40)/20), x3 = ((X3 – 5)/2.5) 

#4,5: x1 = ((X1– 40)/20), x2 = ((X2– 40)/20), x3 = ((X3 – 20)/10) 

 

Tabla 7. Combinaciones efectivas acorde al modelo de superficie de respuesta 

Combinación SF1 SF2 SF3 

M1 2.5 μg/mL 20 μg/mL 7.5 μg/mL 

M2 2.5 μg/mL 20 μg/mL 2.5 μg/mL 

M3 2.5 μg/mL 20 μg/mL 5 μg/mL 

M4 40 μg/mL 60 μg/mL 30 μg/mL 

M5 40 μg/mL 60 μg/mL 10 μg/mL 

 

8.8 Las combinaciones M4 y M5 disminuyen la expresión de IL-6 y de O2
-  

 

Para determinar si las subfracciones exhiben actividad antiinflamatoria y antioxidante 

cuando se administran juntas, las cinco combinaciones obtenidas en el modelo de 

superficie de respuesta se evaluaron experimentalmente en condiciones de disfunción 

inducida por IL-1β. 

Los adipocitos tratados con IL-1β (figura 14A), aumentaron casi el 50% en la 

concentración de IL-6 con respecto a los adipocitos con insulina 1 μM (P ≤ 0.05). Las 

combinaciones M4 y M5 mantuvieron las concentraciones de IL-6 en el medio similar a 

los adipocitos tratados con insulina y silimarina (P> 0.05). Por lo que estas 

combinaciones son eficientes en su actividad anti-inflamatoria. Mientras que M1, M2 y 

M3 su disminución en la concentración de IL-6 fue significativa, sin embargo, no fueron 

tan eficientes como M4 y M5. 
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Para evaluar la capacidad antioxidante de las combinaciones de las subfracciones 

de la Aq-Cs, se determinaron los niveles de O2
- en adipocitos disfuncionales. Como se 

muestran en las Figs. 14B y 15, al tratar a los adipocitos con IL-1β se indujo un aumento 

de cinco veces en los niveles de O2- con respecto a los adipocitos tratados con insulina 

(P ≤ 0.05). La silimarina, un flavonoide con actividad antioxidante, disminuyó los niveles 

de O2- en un 84.3%. La combinación M2, M4 y M5 mostraron un efecto similar al de la 

silimarina, mientras que M1 y M3 disminuyeron los niveles de O2
- en 54.9% y 35%, 

respectivamente, comparado con los adipocitos tratados con IL-1β, aunque estas 

diferencias no fueron significativas (P > 0.05). Estos resultados indican que los 

compuestos en las combinaciones mostraron una capacidad antioxidante similar a la de 

la silimarina. 

 

Figura 14. Efecto de las mezclas de las subfracciones en adipocitos disfuncionales. Se 
incubaron adipocitos con 1 ng/ml IL-1β (a y b) durante 48 horas, terminado el tiempo de incubación se 
agregaron los tratamientos durante 24 horas, y se cuantificó: a) Concentración de IL-6 en el medio de 
cultivo; y b) Porcentaje de intensidad de DHE. Los valores son representados como media±DE. Asteriscos 
indican diferencias estadísticas significativas (p≤0.05), con respecto a las células incubadas solo con 
insulina. 
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Figura 15. Efecto de las mezclas de las subfracciones en adipocitos disfuncionales. Se 
incubaron adipocitos con 1 ng/ml durante 48 horas, pasado el tiempo de incubación se agregaron los 
tratamientos y se incubaron durante 24 horas más. Y se cuantificó la expresión de DHE. Se muestran las 
imágenes en campo claro, campo oscuro. 

 

8.9 Las subfracciones obtenidas a partir de la Aq-Cs contienen aminoácidos, 

polisacáridos y flavonoides  

 

Con la intención de hacer un análisis cualitativo del perfil químico de las 

subfracciones se realizaron cromatografías de capa fina. En la figura 16 y el anexo 1 se 

muestran las placas cromatográficas reveladas para aminoácidos, (panel A), flavonoides 

(panel B) y polisacáridos (panel C). Estos resultados indicaron que las subfracciones 

presentan estos compuestos, siendo más marcada la presencia de compuestos que 

fueron revelados con ninhidrina, lo que indica que los aminoácidos pudieran ser los 

responsables de los efectos biológicos de las fracciones observadas en experimentos in 

vitro.   
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Figura 16: Análisis de los compuestos por Cromatografía en capa fina. Las subfracciones 
obtenidas del CsAq (F1, F2 y F3), se analizaron por cromatografía en capa fina, fase normal y el sistema 
n-butanol: acetona: ácido acético glacial: agua  (35:35:10:20 v/v). Y fueron revelados para aminoácidos 
(A), con aminoetanol dimetilborato para Flavonoides (B) y 4-hidroxibenzaldehído para polisacáridos (C). 

 

 

8.10 Los compuestos mayoritarios presentes en las 3 subfracciones son glicina, 

arginina y asparagina 

 

Con la intención de identificar los aminoácidos presentes en las subfracciones de la 

Aq-Cs que podrían subyacer a los efectos biológicos observados, se realizó un análisis 

de espectrometría de masas con diversos estándares de aminoácidos. Los resultados 

de este análisis se muestran en la Tabla 8 y figura 17. En donde se observa que la 

ionización positiva produjo pocos picos con un peso molecular de 58.84, 146.97 y 157.01 

Da, que corresponden a los estándares de glicina, lisina y arginina, respectivamente. Por 
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otro lado, la ionización negativa produjo un pico con un peso molecular de 132.98 Da, 

que corresponde al estándar de asparagina. 

 

Tabla 8. Aminoácidos identificados en las subfracciones de la fracción acuosa de Cucumis sativus por 

el análisis de espectrometría de masas. 

 

Espectrograma  

Ion 

Pico precursor 

(m/Z) 
Aminoácido 

Fórmula 

molecular 

Positivo 58.96 Glicina C2H5NO2 

Negativo 113.00 Asparagina C4H8N2O3 

Positivo 128.93 Lisina C6H14N2O2 

Positivo 157.97 Arginina C6H14N4O2 
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Figura 17. Espectrometría de masas. A) La SF1 contiene glicina, asparagina y arginina (picos 58.85, 

132.98 y 175.02, respectivamente). B) La SF2 contiene glicina y arginina (picos 58.93 y 175.01, 
respectivamente). C) La SF3 contiene glicina,  lisina y arginina (picos 58.88, 147.00 y 175.06, 
respectivamente. D) Estándar de glicina. E) Estándar de asparagina. F) Estándar de lisina. G) Estándar de 
arginina. 

 

 

8.11  La dieta hipercalórica incrementó el peso y el Índice de Lee, parámetros que 

no fueron modificados por M5. 

 

Una de las características más evidentes de la obesidad es la acumulación de masa 

grasa, lo que trae por consecuencia el incremento del  peso y del Índice de Lee.  Dicha 

acumulación se da por el consumo de una dieta hipercalórica y el sedentarismo, hábitos 

que serán difíciles de erradicar cuando el paciente se encuentre en tratamiento, por ello 

era importante probar la mezcla en condiciones realistas.   

Ambos parámetros fueron evaluados en ratones alimentados con la DIC, la DHC o 

la DHC + M5 al inicio del experimento (semana 0); a las 15 semanas, lo que permitió 

evaluar las condiciones del ratón por efecto de la dieta y al inicio de la administración de 

los tratamientos y a las 25 semanas, donde lo que se evaluó fue el efecto de M5 aunado 

a la dieta. 
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En la figura 18 se muestra el peso (A) y el índice de Lee (B) a lo largo de las 25 

semanas experimentales. Los resultados, indican que a las 15 semanas, los 3 grupos 

incrementaron ambas condiciones, pero solo los ratones alimentados con la DHC lo 

hicieron de manera significativa (p<0.05).  Esta condición se mantuvo hasta las 25 

semanas,  lo que indica que M5 no incide en el proceso de acumulación de masa grasa 

inducido por el consumo de una DHC.          

 

 

Figura 18. Peso e índice de Lee de ratones macho. Se indujo obesidad a ratones macho mediante 
la ingesta de una dieta hipercalórica. Las gráficas muestran las evaluaciones en la semana 0, semana 15 
y semana 25 de: a) peso, y de b) índice de Lee. Los valores son representados como media±DE. Asteriscos 
significan diferencias estadísticas significativas (p≤0.05).  

 

8.12. La combinación M5 reguló la intolerancia a la glucosa y la resistencia a la 

insulina en ratones obesos 

 

La obesidad es uno de los principales inductores de la resistencia a la insulina y de 

la intolerancia a la glucosa, lo que trae por consecuencia el aumento de varias moléculas, 

entre ellas la glucosa. Esta condición inducirá el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, 

que en sí misma es una parte importante del  síndrome metabólico (De Ferranti 2009). 

La base de la intolerancia a la glucosa es la incapacidad de las células para internalizar 

glucosa, lo que se hace evidente a través de la prueba “curva de tolerancia a la glucosa 

(CTG)” en donde se administra glucosa vía oral y se espera que las células del organismo 

la internalicen. Con la intención de evaluar estos parámetros en los ratones tratados con 

M5, a las 25 semanas experimentales se les realizó una Curva de Tolerancia a la Glucosa 
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con los animales en ayuno y una de Tolerancia a la Insulina en condiciones 

postprandiales.  

La comparación de las CTG de los diferentes tratamientos se muestra en la figura 

19A. En ella se observa que el grupo tratado con DHC+M5 se comportan 

estadísticamente igual que el grupo DIC a lo largo de toda la curva, y ambos presentan 

concentraciones significativamente menores (p<0.05) al minuto 30 y 60 (30% y el 25% 

respectivamente) de la misma con respecto a la de los ratones con DHC.  

 Estos resultados indican que la dieta hipercalórica indujo intolerancia a la glucosa 

que fue superada por la combinación M5, por lo que la población de ratones bajo este 

tratamiento no presentó diferencia estadística (p>0.05) con respecto al grupo blanco. 

Por otro lado, la Curva de Tolerancia a la Insulina permite evaluar si la intolerancia a 

la glucosa se debe a problemas en la vía de señalización de la insulina por lo que no se 

da la translocación de GLUT4 de manera que las células son incapaces de captar 

glucosa a pesar de la presencia de la insulina (Menéndez et al, 2009).  Los resultados 

en el panel C de la misma figura indican que los ratones tratados con la DHC no modifican 

la concentración de glucosa a pesar de la administración de insulina. Mientras que los 

ratones tratados con la DHC+M5 no presentan diferencias significativas con respecto al 

grupo DIC. Ambos grupos fueron diferentes al grupo tratado con DHC a los 30, 60 y 90 

minutos (34.9%, 48% y 39.1% respectivamente) mientras que para los  120 minutos 

experimentales todos los grupos presentaron la misma concentración de glucosa, 

regresando a los valores iníciales.  

A partir de éstas cinéticas se calculó el área bajo la curva (ABC), de ambas curvas 

(figuras 19B y 19D), en donde se observa que los ratones tratados con DHC+M5 no 

presentan diferencias significativas con respecto a los ratones tratados con la DIC, 

mientras que los ratones tratados con la DHC incrementaron significativamente (p>0.05) 

un 28% (CTG) y un 35% (CTI). Por lo que estos resultados indican que la combinación 

M5 contrarresta la intolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina inducida por la 

DHC. 
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Figura 19. Evaluación de tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. A la semana 25 se 

realizaron curvas de tolerancia a la glucosa (a) y curvas de tolerancia a la insulina, a los ratones con 

dieta isocalórica, ratones con DHC y ratones que recibieron la combinación M5. Por medio del método 

del trapezoide se calculó el ABC de las curvas realizadas (b y d). Los valores son representados como 

media±DE. Asteriscos significan diferencias estadísticas significativas (p≤0.05), con respecto al 

grupo que ingirió la DIC. 

 
 

8.13 M5 controla la metainflamación en ratones obesos y con resistencia a la 

insulina. 

 

La metainflamación es un estado inflamatorio crónico de bajo grado que se da 

presente en individuos obesos y se relaciona con la producción constante de adipocinas, 

entre ellas IL-1β, IL-6 y TNF-α, producidas por los adipocitos disfuncionales 

principalmente (Arner y Lagin 2014).  En este estado se rompe el balance homeostático 
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que hay entre las citocinas proinflamatorias y las reguladoras como la IL-10 y el TGF-β 

(Yao et al., 2014).  

 Esta condición potencia el desarrollo de las patologías asociadas a la obesidad 

como la resistencia a la insulina, por ello, es importante evaluar si la combinación m5 

tiene también la capacidad de controlar la metainflamación en animales que aunado a 

su obesidad y resistencia a la insulina continúan consumiendo de manera crónica la 

DHC. Para ello, a las 25 semanas experimentales, los ratones fueron sacrificados y se 

obtuvieron TAS, TAVE e hígado, los cuales fueron procesados para cuantificar la 

concentración de IL-6, IL-1β y TNF-α (citocinas pro-inflamatorias) y de IL-10 y TGF-β 

(citocinas reguladoras) mediante la técnica de ELISA. 

En la figura 20 se observan las concentraciones de las diferentes citocinas 

evaluadas. En TAS (A) se observa que los ratones con DHC en disminución significativa 

(p≤0.05) la concentración de IL-1β, IL-10 y TGF-β (60.7%, 42.5% y 49.9% 

respectivamente) comparado con los ratones control (DIC).  Mientras que el grupo 

tratado con M5 se mantiene baja la IL-1β y aumenta significativamente la IL-10 y el TGF-

β con respecto al grupo DHC (38%,  y 21% respectivamente), incluso el TGF-β no 

presenta diferencias estadísticas con la concentración de esta misma citocina del grupo 

control. La concentración de la IL-6 y del TNF-α no varió por efecto del tratamiento.  En 

TAVE  (B) no se observan diferencias estadísticas entre los tres grupos evaluados en IL-

1β, IL-6, TNF-α, IL-10, mientras que en TGF-β se observa un aumento significativo del 

20% en ratones con la DHC y lo tratados con la combinación M5.  En hígado (C) también 

se observa la tendencia hacia un ambiente regulatorio, ya que la concentración de IL-6 

disminuye significativamente  (p≤0.05) (18%) con respecto a la del grupo control aunque 

la de las demás citocinas evaluadas no se modificó. Estos resultados indican que los 

animales alimentados con DHC tienden hacia un ambiente proinflamatorio que se hace 

evidente en TAS y en hígado, mientras que la combinación M5 lo contrarresta llevando 

al organismo hacia un ambiente inmunológico más regulado. 
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Figura 20. Cuantificación de citocinas. Las graficas muestran la concentración en pg/mg de proteína 

de citocinas anti-inflamatorias  IL10, TGFβ  y citocinas pro-inflamatorias  IL1β, TNFα e IL6, en TAS (A), 
TAVE (B) e hígado (C). Los valores son representados como media±DE. Asteriscos significan diferencias 
estadísticas significativas (p≤0.05). 

 

8.14 La combinación M5 no afectó la concentración de triglicéridos ni de colesterol en 

suero inducidos por la dieta hipercalórica.    

 

Otros parámetros que se observan alterados durante el desarrollo de obesidad, 

es la concentración sérica de triglicéridos y de colesterol. Por lo que ambos parámetros 

fueron cuantificados en los ratones tratados con la DIC y con la DHC en las semanas 0 

y 15, así como a los ratones a los que se les administró la combinación M5 (semana 25).  

Los resultados se muestran en la figura 21, en donde se observó que los ratones 

con la DHC incrementaron significativamente (p≤0.05) sus valores de triglicéridos en un 

rango de 26-30% comparado con el control de DIC en la semana 15. En la semana 25 

no se observaron diferencias estadísticas significativas (p<0.05) entre los tres grupos de 

ratones en este parámetro (Figura 21A). Mientras que, en la semana 15, la concentración 

de colesterol incremento en un rango de 32-49% con respecto a los ratones DIC y este 
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incremento se mantuvo hasta la semana 25 (Figura 21B). Por lo que, estos resultados 

indican que la combinación M5 no afecta estos parámetro en suero.  

Con la intención de conocer si los triglicéridos y el colesterol se habían 

almacenado en otro órgano, se cuantifico la concentración de ambos parámetros en 

hígado (Figura 21, paneles C y D), este fue procesado y los resultados indicaron que 

durante 25 semanas aumenta un 48% (p<0.05) la concentración de triglicéridos en el 

hígado de ratones alimentados con la DHC, mientras que los ratones alimentados con la 

DIC y los alimentados con la DHC  pero que recibieron la M5 mantuvieron su 

concentración similar (p>0.05). Indicando que la M5 no permitió la acumulación de 

triglicéridos en hígado. Con respecto a la concentración de colesterol no se observaron 

diferencias estadísticas significativas. 
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Figura 21. Concentración sérica de triglicéridos y colesterol de ratones macho. Se indujo obesidad 
a ratones macho mediante la ingesta de una dieta hipercalorica. Las gráficas muestran las evaluaciones 
en la semana 0, semana 15 y semana 25 de: A) Triglicéridos en ayunas y B) Colesterol en ayunas. A la 
semana 25 se cuantifico la concentración en hígado de C) Triglicéridos y D) Colesterol. Los valores son 

representados como media±DE Asteriscos significan diferencias estadísticas significativas (p≤0.05). 

 

 

9. Discusión 

 

En este estudio se evaluó el efecto de las subfracciones SF1, SF2 y SF3 de la F-

Aq-Cs así como sus combinaciones (M1-M5)  en adipocitos 3T3-L1 disfuncionales. De 

las combinaciones, las M4 y M5 fueron las más eficientes, y de ellas la M5 fue probada 

posteriormente en ratones obesos y con resistencia a la insulina. 
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Dado que se ha reportado que existe relación entre la presencia de LPS en la 

dieta con el desarrollo de inflamación y resistencia a la insulina en el tejido adiposo en 

condiciones de obesidad (Hersoug et al., 2018), era importante evaluar si la 

concentración de LPS presente en las subfracciones podría modificar los resultados, y 

se observó (Figura 3) que a pesar de que las fracciones si contienen LPS, las 

concentraciones en las que se encuentran no representaron un  problema para este 

trabajo, ya que se ha reportado que para modificar el estado de las células se requiere 

de 100 ng/ml de LPS (1000 EU/ml) (Lin et al., 2000; Rodríguez-Calvo et al., 2009; Santos-

Lira et al., 2012), y en las subfracciones utilizadas se tiene 2.8 EU/ml en la SF1; 3.2 

EU/ml en la SF2  y 0.2 EU/ml en la SF3, por lo que no implicó un problema para su 

desarrollo. 

Se ha reportado que la progresión de un individuo hacia el síndrome metabólico 

se relaciona directamente con adipocitos disfuncionales que los lleva a la resistencia a 

la insulina (Fortis et al., 2013). Con la intención de probar las SF-Aq-Cs primero in vitro 

antes de llevarlas in vivo, se indujo RI a adipocitos 3T3-L1 por medio de dexametasona, 

o IL-1β.  Tener dos formas de inducir la RI fue necesario porque la dexametasona, al ser 

antiinflamatoria no permitía evaluar en estado proinflamatorio (evaluado por la 

producción de IL-6) característico de los adipocitos disfuncionales (Manabe 2011; 

Harford et al., 2011), pero permitió evaluar el consumo 2-DG y la liberación de glicerol. 

Por otro lado, la inducción de la RI por medio de la IL-1β permitió evaluar tanto la 

capacidad antioxidante como antiinflamatoria de las fracciones.   

  La dexametasona altera la vía de señalización de la insulina, principalmente en 

la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y en la serina/treonina proteína cinasa (Akt) por lo que 

evita la translocación del GLUT4 a la superficie celular induciendo así intolerancia a la 

glucosa (disminución de su consumo) (Jinhan et al., 2015; Ottens et al., 2015). En este 

trabajo, este efecto se midió a través del consumo de 2-DG del medio. Por otro lado, la 

dexametasona también aumenta la actividad de la lipasa sensible a hormonas (LSH) lo 

que lleva a incrementar la lipolisis en la célula, lo que lleva a una mayor liberación de 

glicerol y ácidos grasos libres del adipocito disfuncional hacia el medio (Xu et al., 2009; 

Wong y Sook 2010),    
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Las 3 subfracciones, aunque en diferente concentración, contrarrestaron de 

manera eficiente la RI inducida por la dexametasona (Fig 12), lo que se puede deber a 

la glicina, que es la molécula que se encuentra en mayor concentración en las 3 

subfracciones. Se ha reportado que la glicina: 1) actúa de manera semejante a la 

metformina aumentando la actividad de Akt y la expresión de GLUT4 por lo que ayuda 

tanto a adipocitos y hepatocitos con RI al consumo de glucosa (Chard et al., 2003; 

Jaganjac et al., 2017), 2) otro posible mecanismo para ayudar a la expresión de GLUT4 

puede  ser a través de la activación de  PPARγ (Alarcón et al 2008) ya que la glicina 

aumenta la secreción de adiponectina y la expresión de PPARγ, lo cual induce 

sensibilidad a la insulina, 3) modula negativamente la expresión y activación de la 

lipoproteína lipasa (LPL) y la LSH (Reyes et al., 2016) por lo que controla la lipolisis 

evaluada a través de la liberación de glicerol,  

Otro aminoácido presente en las 3 subfracciones, aunque en diferentes 

concentraciones también, es la arginina.  Se ha reportado que puede actuar como 

sustrato para la producción de óxido nítrico (ON) por la Óxido Nítrico Sintasa (NOS). Este 

ON, desempeña un papel clave en el metabolismo de los lípidos; ya que se ha observado 

que aumenta la expresión del coactivador-1α de PPAR-γ (PGC-1α), el cual regula la 

fosforilación oxidativa y la biogénesis mitocondrial, además regula la expresión de ROS 

(como el O2
-) y, a su vez, activa la expresión de la proteína quinasa activada por AMP 

(AMPK), con lo que se induce la oxidación de glucosa y lípidos, no solo en tejido adiposo 

sino también en hígado y músculo (Bogdanski  et al., 2013; Wenjiang et al., 2005). Otro 

aminoácido presente en las subfracciones fue asparagina, sin embargo no se 

encontraron informes con respecto a un posible efecto en el control del metabolismo. 

En la RI, la inflamación y el estrés oxidante están muy relacionados porque 

potencian el estado de disfunción en los adipocitos (Arner y Lagin 2014). Ambas 

condiciones fueron inducidas por la IL-1β porque: 1) inducen estrés en el retículo 

endoplásmico lo que lleva a a la producción de UCP que inducen la producción de ROS; 

2)activan a la cinasa de c-jun NH2-terminal (JNK) y a IKK (inhibidor del NF-κB) 

potenciando así el estado pro-inflamatorio; 3) aumentan la producción de O2
- por la 

mitocondria a través de la reducción catalizada por la citocromo oxidasa ( Rotter et al., 

2003;  Kagoshima et al., 2003; Hsieh et al., 2017). A diferencia de la dexametasona que 



73 
 

por su actividad antiinflamatoria no aumentó ninguno de los dos parámetros, ya que esta 

molécula se une y activa a sus receptores de glucocorticoides; haciendo que estos se 

unan a sitios específicos para la unión de NF-κB en el ADN, reclutando cofactores y 

modificando la cromatina para prevenir la expresión de citocinas pro-inflamatorias 

(Kagoshima et al., 2003); por lo que, a diferencia de la IL-1β, esta molécula no aumentó 

la producción de IL-6. Así también, se ha observado que los glucocorticoides inducen 

indirectamente EO aumentando la peroxidación lipídica y la generación de ROS e 

inhibiendo las enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT) (He et al., 2017), sin 

embargo, en este estudio no se observaron diferencias estadísticamente significativas 

en la producción de O2
- con respecto a las otras condiciones experimentales (Figura 8). 

 Los resultados indican que las tres fracciones fueron eficientes para el control de 

ambos parámetros porque se ha reportado que la glicina y la arginina, disminuyen la 

expresión del ARNm de IL-6, TNF-α, por el aumento en la secreción de adiponectina por 

lo que tienen efectos anti-inflamatorios (Almanza et al., 2010). La glicina también actúa 

como un antioxidante al aumentar la biosíntesis del glutatión, que es un antioxidante 

protegiendo así a las células contra el EO (Angélica Ruiz-Ramírez et al., 2013). La 

arginina también desempeña un papel clave en la regulación del EO (Wenjiang et al., 

2005) porque disminuye los ROS y aumenta las enzimas antioxidantes como el 

superóxido dismutasa (SOD), el glutatión peroxidasa (GPX) y la CAT, en adipocitos 

disfuncionales (Surai et al., 2015). Así también ambos amoniácidos aumentan la cantidad 

de superóxido dismutasa de cobre/zinc (Cu/Zn-SOD), una enzima antioxidante capaz de 

reducir el ion superóxido a peróxido de hidrógeno (Ruíz-Ramírez et al., 2013; Ren et al., 

2014). 

Dado que las tres subfracciones fueron eficientes para controlar los diferentes 

aspectos evaluados de la RI, pero en diferentes concentraciones, fue necesario utilizar 

el Modelo de Superficie de Respuesta (Zambrano et al., 2014) para predecir las mejores 

combinaciones de las subfracciones que indujeron una respuesta efectiva en términos 

del aumento en el consumo de 2-DG y una menor concentración de glicerol en el medio 

de cultivo (Figuras 11, 12, 13A y 13B). Al final, este modelo permitió seleccionar cinco 

combinaciones propuestas (M1-M5), ya que estas presentaron un control adecuado de 

la disfunción de los adipocitos inducida por la dexametasona. Dichas mezclas se 
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evaluaron en cuanto a su capacidad antioxidante y antiinflamatoria indicando que dos 

combinaciones (M4 y M5) (Figuras 14 y 15) exhibieron efectos antiinflamatorios 

(disminución en los niveles de IL-6) y antioxidantes (disminución en los niveles de O2
-) 

similares a los de la silimarina, un flavonoide con actividad antioxidante y antiinflamatoria 

(Manna et al., 1999; Peter. 2015; Shafiei-Roudbari et al., 2017). Es importante hacer 

notar que M4 y M5 fueron las que tenían la más alta concentración de las 3 

subfracciones, lo que habla de la posible eficiencia del uso del extracto ha de la planta 

para el control de las patologías asociadas al SM. 

Con la intención de evaluar el efecto de la combinación M5 de las subfracciones 

de la Aq-Cs, se administró la M5 vía oral a ratones obesos con RI durante 10 semanas 

manteniendo la DHC que fue el detonador. Estos ratones, antes de administrar la 

combinación, mostraron características típicas de obesidad como son: 1) aumento en 

peso e índice de Lee (figura 18) resultado de la adipogenesis (Jeevendra et al., 2008; 

Arner y Lagin 2014); 2) alteración en la internalización de glucosa por las células lo cual 

se observó en la curva de tolerancia a la glucosa (figura 19A y 19B); 3) alteración en la 

vía de señalización de la insulina, este efecto se observó en la realización de la curva de 

tolerancia a la insulina (figura 19C y 19D); y 4) una alteración en la vía metabólica de los 

lípidos ya que se observó un aumento en la concentración sérica de triglicéridos y 

colesterol (figura 21). La administración de la combinación M5 venció la intolerancia a la 

glucosa y la resistencia a la insulina, llevando los valores al nivel de los ratones control 

de DIC. Sin embargo, no se observaron efectos sobre el peso e índice de Lee, así como 

en la concentración sérica de triglicéridos y colesterol, este resultado concuerda con dos 

trabajos previos de evaluación de la fracción acuosa de Cucumis sativus (Méndez 2013; 

Maldonado 2017). Debido a que no se observaron efectos sobre triglicéridos y colesterol 

en suero, se evaluó la concentración de estos parámetros en hígado ya que en 

condiciones de obesidad se ha observado que ocurre la acumulación de grasa en otros 

órganos y tejidos, tales como hígado. Los resultados indicaron que la M5 controla la 

acumulación de triglicéridos pero no de colesterol en este órgano. Y probablemente este 

efecto se deba a la presencia de los aminoácidos presentes en las subfracciones.  

Por otro lado, se observó que la ingesta durante 25 semanas de una DHC tiende 

a inducir un ambiente proinflamatorio en hígado y en TAS, lo cual se relaciona con el 
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proceso de metainflamación observado en obesidad (Manabe 2011; Harford et al., 2011). 

Y este ambiente proinflamatorio fue contrarrestado por la combinación M5 llevando al 

organismo hacia un ambiente inmunológico regulatorio.  

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, las combinaciones M4 

y M5 son las más eficientes para contrarrestar la disfunción de los adipocitos, inducida 

por dexametasona o por IL-1β. Ambas combinaciones demostraron ser candidatos 

prometedores para un tratamiento alternativo con efectos antioxidantes y 

antiinflamatorios, capaces de inducir sensibilidad a la insulina y regular el metabolismo 

de los lípidos. Además, los efectos observados de la combinación M5 de manera in vivo 

probablemente se le atribuyen a los aminoácidos presentes en el extracto, ya que, como 

se mencionó anteriormente la glicina y arginina tienen actividad anti-hiperglucemiante y 

anti-inflamatoria. 

 

10.  Conclusión  

 

Las subfracciones SF1, SF2 y SF3 de la fracción acuosa de Cucumis sativus y las 

combinaciones M4 y M5  contrarrestaron la disfunción en adipocitos. 

 

11. Perspectivas 

● Evaluar el mecanismo de acción por el cual las subfracciones llevan a cabo 

su actividad biológica 

●  Evaluar la capacidad de las mezclas efectivas sobre la adipogénesis in vitro 

e in vivo 

● Evaluar el efecto de un extracto hidroalcohólico de Cucumis sativus 

estandarizado en la M5 para controlar la disfunción en adipocitos in vivo 
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