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Efecto de un extracto hipoglicemiante
de la Petiveria Alliacea L. sobre 1a unién

de la insulina a eritrocitos
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RESUMEN. Se estudio el efecto de un extracto hipoglicemiante de Petiveria
Aliiacea {sheilina) sobre la unidn de la insulina a eritrocitos de donantes
voluntarios sanos. Los eritrocitos (1,8 - 10° células) se incubaron con 50 pg
de monoyodoinsulina, concentraciones crecientes del ligando no marcade
(0; G,13; 1,38, 4,2; 12,8, 37,2; 111; 333 ¥ 1 000 ng/mL) v 50 uL de una disolu-
cién de Petiveria Alliccea de I UD/10 mL * Para determinar si el extracto
tenia efecto dosis-respuesta se incubaron los eritrocitos, 1a monoyo-
deoinsulina y dosis crecientes del producto hipoglicemiante (0,005; 0,01, 0,1,
0,5; 1 ¥y 3 UD/mL}.En la curva de desplazamiento se obtuve un corrimiento
hacia la derecha de la ED-50, en presencia del extracto; para desplazar
el 53 % de la monoyodoinsulina unida, fue necesario emplear mas del do-
ble de insulina fria. Se observé un incremento de la union especifica de ia
insulina a los sitios de unidn de la superficie celular para todas las dosis
exploradas del producto. Se encontrd un comportamiento dosis-respuesta
con tendencia ala saturacién del sistema. Estos resultados sugieren que el
efecto hipoglicemiante del extracto ests ligado a2 1a accién de 1z insulina y
probablemente ejerza una accién reductora sebre la membrana del eritro-
cito que incrementa el nimero de sitios de unidn a la insulina en la mem-
brana celular.

ABSTRACT, The effect of a hypoglycemic extract of Petiveria alliacea
{sheilina} on the binding of insulin to erythrocytes of healthy voluntary
doniors is studied. Erythrocytes (1,8 - 109 cells) were incubated with 50 pg of
moncyodoinsulin, growing concentrations of the non-marked ligand (0; 6,13;
1,38; 4,2; 12,6; 37,2; 111; 333 and 1 000 ng/mL) and 50 mL of a2 1 UD/10 mL
solution of Petiveria alliccea 1. ¥ To determine if the extract had a doses-
response effect the erythrocytes, monoyodoinsulin and growing doses of
the hypoglycemic product {0,005, 0,01; 0,5 and 5 UD/mL.) were incubated.
in the displacement curve there was a deviation to the right of the ED-50 in
the presence of the extract. To displace 50 % of the bound monoyodoinsulin
more than twice the amount of cold insulin was necessary. There was an
increment of the specific binding of insulin to the binding sites of the cell
surface for all the explored doses of product. A dose-response behavior
with a tendency to system saturation was found. These results suggest
that the hypoglycemic effect of the extract is linked to insulin action,
and probably exerts a reducing action on the erythrocyie’s membrane
which increases the number of binding sites of insulin to the cell mem-
brane.
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INTRODUCCION

En 1985, Igiesias y col. obiuvie-
ron un extracto acuoso de la Petive-
ria Alltacea L. al que denominaron
sheilina,' que mostré tener un pode-
roso efecto hipoglicemiante en mo-
delos experimentales.

Pruebas clinicas realizadas en
diabéticos insulinc-dependientes
mostraron una disminucién de la
concentracién de glicemia, asociada
a un descenso y en algunos casos,
supresién de los requerimientos de
hormona exégena. Estos resultados
sugieren un efecto de la sheilina so-
bre el metabolismo de 1a glucosa en
los tejidos periféricos, en los que pu-
diera estar involucrada la insulina.

En el mecanismo de accidén de
ésta, como hormona de accién uni-
versal, e identifican varias etapas:
1) unidn a su receptor especifico; 2}
desencadenamiento de un segundo
mensajero; 3) internalizacién v 4)
metabolismo y accion en las diferen-
ies estructuras subcelulares,* Cadauna
de estas etapas tiene sus leyes propias
gue regulan su funcionamiento,

Las caracteristicas de la unién de
ia insulina a su receptor especifico
presente en varios iipos de tejido
han sido descritas.® Este primer paso
en el mecanismo de accidn de la hor-
mona esta alierado en numerosas
entidades que cursan con insulino-
resistencia, tales comeo diabetes tipo
1, diabetes tipo 11, enfermedades

*1 UD de shedling es la masa de ella diluida en 10 mL de agua, que absorbe @ una densidod optica de 0,1 ¢ 210 nm .
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cardiovasculares, obesidad, hiper-
tensidn artenal, hepatopatias, et al >

WMuchos son los factores que pro-
vocan un incremento de la unién de
la insulina a sus receptores especifi-
cos y en su mayoria, este efecto tie-
ne similar correlacién con el frans-
porte de glucosa®* Los eritrocitos
humanos presentan receptores para
ia insulina.!* Sus propiedades estan
estrechamente relacionadas con las
de oiros tipos celulares.'*'® Los
eritrocitos son frecuentemente uti-
lizados en estudios clinicos dirigidos
a identificar defectos en el receptor
de la insulina en maltiples condicio-
nes patologicas.’*® Por todo esto y
por sus caracteristicas bicl6gicas,
{nointernaliza el ligando después de
la unidn al receptor, tiene metabo-
lismo anaerdbico ¥ resulta de facil
acceso), se decidid que era el mode-
lo ideal para estudiar el efecto de la
sheilina sobre la unidn de la insuli-
na a su receptorn

El objetivo de este esiudio hasido
contribuir al esclarecimiento del
mecanismo de accién de la sheilina
v su relacidon con la aceién de la in-
sulina, teniendo en cuenta que la
introduccion de este farmaco en el
tratamiento de la Diabetes Mellitus
seria de gran repercusién econdmi-
ca para ¢l pais.

MATERIALES Y METODOS
Eritrocitos

Los eritrocitos se obtuvieron a
partir de donantes voluntarios sa-
nos, de ambos sexos, que no tuvie-
ran antecedentes de Diabetes
Mellitus.

Hormona

Se empled insulina porcina pu-
rificada {80 UD; 3,2 ng/mL; Actrapid
MC, {(Copenhagen, Dinamarea)]. Se
utilizd para marcaje del trazador y
para el ligando no marcado.

II.ES

Yoduro de sodio en disolucion de
NaOH (Amersham, UK).
Sheilina

Exiracto de Petiveria Alliacea L%
Monoyodo-insulina

Se realizé el marcaje segin la
técnica de la cloramina T, descrito
por Roth y modificada por Nieto y
Paskus®

Obiencion de eritrocitos

Los eritrocitos se obtuvieron se-
g0n la técnica de Boyurn descrita por
Gambhir et al.® Se recogieron 1 mL
de sangre en tubos previamente

heparinizados [heparina 500 Ul/mlL,
Imefa, Cuball y se centrifugaron 2
400 g durante 10 min a 10°C . El plas-
ma se decantd. El precipitado celu-
lar se resuspendis en disolucién sa-
lina hasta completar volumen. Lue-
go, se adicionaron lentamente & mlL
de esta mezcla, 3 mL de Ficoll-
Hypague {densidad 1,077 g/mL,
Pharmacia, Uppsala, Sweden), NaCl
al 0,5 % {Imefa, Cuba). Se centrifugd
a 400 g durante 30 min 2 18 °C . Tb-
das las fases por encima de los
eritrocitos fueron aspiradas. El pre-
cipitado se resuspendié en disolu-
cidn salina {v/v) v se centrifugd en
iguales condiciones. Finalmente, el
precipitado de eritrocitos se resus-
pendit en el volumen necesario de
regulador G (amortiguador G: Hepes
50 mmoy/L, MgCl, 10 mmol/L, EDTA
2 mmol/L, CaCl, 10 mmoVl/L, dextro-
sa 10 mmol/L, NaCl 50 mmol/L, KCl
5 mmolYL, BSA 1%, pH =80y
osmolaridad igual a 288 mmol/L)
para una concentracion de 4,5+ 10° cé-
lulas/mL . El conteo celular se reali-
z6 en un contador modelo Sysmex
F-800. La viabilidad celular fue su-
perior aun 98 %, determinada por la
técnica del Tripan Blue.

Estudio de [a unién de la sheilina

Curva de desplazamiento de la
monoyodoinsulina. Efecto sheilina

Sedetermind segin la técnicade
Gambhir'*® mediante laincubacion
de 400 pL de la suspensién celular,
con 50 pg de monoyodoinsulinag en
50 uL. de amortiguador G (0; 0,13;
1,38;42;12,6,37,2,111,0;333,0; 1 000 ng/
mi} para un volumen total de 500 uL.
El méaximo desplazamiento {poreen-
taje de unidn inespecifica se deter-
minéincubando la suspension celu-
lar con 100 ug (50 L) de la insulina
porcing fris. Se realizaron en para-
ielo curvas con y sin sheilina {50 u L
de la dilucidn de 1 UD/10 mL).

Después de incubar a 12 °C du-
rante 3,5 h, Ja mezcla de reaceién se
centrifugd a 400 g durante 10 min .

El precipitado resultante se lavo
dos veces con disolucién amortigua-
dora . La radiactividad unida al
precipitado se estimmd en un conta-
dor gamma (LKB, Suecia).

Ensayos de union total. Efecto
sheilina

Los ensayos de unién de la insu-
lina a eritrocitos se realizaron en
ausencia y presencia de diluciones
dobles seriadas de sheilina (0,005;
4,01; 8,1; 6,5: 1 ¥ 5 UD de sheilina/
mL}. Cada dosis de sheilina se incu-
bd con 400 11, de la suspensién celu-
lar de 50 pg de monoyodoinsulinaen
50 uL de disolucién amortiguadora

(. Se utilizaron como coniroles la
unidn total {Bo) en ausencia de she:-
{ina ¥ la unién no especifica en au-
sencia y presencia de eila.

La radiactividad unida a las célu-
las se determiné segan las formulas:

vrién = Z2E 100 o
Esténdar ~UNE
Bstéondar = —20dar-UNE 0
UT-UNE
donde:

UT unién total.
UNE unién no especifica.
RT radiactividad total.

RESULTADOS
Efecto dosis creciente de 1a sheilina
en Ia unién

Se observt gue cantidades cre-
cientes de sheilina provoean un in-
cremento en el poreentaje de union
especifica de la insulina a los sitios
de unidn de la superficie celular, con
tendencia a la saturacién {Fig. 1} En
la figura 2 se observa mejor el com-
portamiento dosis-respuests, depen-
diente de este efecto.

Efecto de 1a sheilina en la curva de
desplazamiento

Fn las curvas de desplazamienta
para la insulina y para la mezcla in-
sulina-sheilina, se demostrd un in-
cremento en la respuesia de esta
dltima (Fig. 3}

Para un 50 % de desplazamiento
(ED-50), se observa gue la curva in-
sulina-sheilina, necesita mayor can-
tidad de insulina no marcada para
lograr el mismo efecto que la curva
de insulina, lo gque sugiere una ac-
c1on sinérgica entre estos compues-
tos.

DISCUSION

Los resultados indican gue la ac-
cién de la sheilina esti vinculada a
la accitn de lainsuling; su efecto pa-
rece potenciar la accién de la hormeo-
na favoreciendo suunidn a los sitios
especificos de la membrana celular.

Probablemente, este producto
ejerce una accidén importante sobre
la membrana del eritrocito, en algu-
no de sus componentes variables {el
potencial redox v la fluidez) que pro-
vocan un incremento de los sitios de
uni6n especifica para la insulina. Se
conoce gue modificaciones de estas
varigbles tienen efecto significativo
en la afinidad del receptor por su li-
gando. Parece ser, que bajo esta ac-
¢idn, ocurre un cambio conformacio-
nal en el dominic de unién del re-
ceplor Que provoca que e expongan
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Fig. 1. Porcentuje de unidn de insuling para concentraciones crecientes de sheilina.
Cadg volor representa la media de cinco experimentos.

18 000
14,900

V2000 -

/12.12

59

108062 -

B.000

Unbidn (%

£.000

£.000

388
2000 -

08 .

0.000 0005 [13:414]

n-’/'f‘;?;.ﬂt

—""1502
e e

1368

0,100 0500 1600 S.000

Concentracién de sheilina (UBAL mL)

Fig. 2. Efecto dosis-respuesta de la sheilina,

Cada valor vepresenta lo media de cinco experimentos.
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Fig. 3. Efecto de la sheilina sobre la curvg de desplazamiento.

mejor, facilitando asi, su interaceién
con el ligando, En el laboratoric de
los autores se observd que en prepa-
rados de sheilina efectivamente,
existe un efecto reductor considera-
ble.

Otra hipdtesis para explicar la
accién hipoglicemianie de la shei-
lina, es que estereoquimicamente
coincida con el dominio de unidn del
receptor de membrana lo gque desen-
cadenarfa sus funciones. Esta posi-
ble accidn del producto se apoya ade-
més, en los resultados de un experi-
mento realizado en el laboratorio de
tos autores con un perro beagle
pancreatictomizado, que logré vivir

15 d, con glicernia normal, bajo un
tratariento con sheilina, sin utilizar
insulina exdgena. Bajo esta hipdte-
sis, 1a sheilina, competiria con lain-
sulina por los sitios de unidn espe-
cificos de la membrana celular. Este
estudio demostrd gue la sheilina no
actGa como un competidor de la in-
sulina por los sitios de unidn; en caso
de ser asi, la unidn especifica de ia
insulina habria disminuido y se en-
contrd gue la sheilina incrementé la
unién especifica de ella significati-
vamente. E! efecto dosis-respuesta
demostrado es completamente
opuestc a su accidn como un com-
petidor. De cualquier modo, no se

puede descontar la posibilidad de
que este producto se una directa-
mente al receptor de la insulina (sin
competir con ella) ¥ que induzca
cambios conformacionales que pro-
voquen el incremento de la unidn.
El efecto dosis-respuesta con fen-
dencia a la saturacién del sistema
implica una accidén sobre un sistema
saturable, que debe ser el receptor
de la insulina.

CONCLUSIONES

La sheilina aumenta la union es-
pecifica de ta insulina a los sitios de
unidn de la superficie del eritrocito,
el cual tiene un comportamiento
dosis-efecto con tendencia a la satu-
racion del sisterna.
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