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I. Resumen 

 

La hiperglucemia en la diabetes se asocia con el daño a largo plazo y disfunción de 

órganos como, ojos, riñón y corazón. La hiperglucemia genera un aumento en la 

producción de especies reactivas de oxígeno y disminución de antioxidantes 

endógenos, generando estrés oxidativo. El estrés oxidativo daña a lípidos, 

carbohidratos, proteínas y ADN, además disminuye la activación de vías de 

señalización implicadas en la regulación de la glucosa, como la vía de la insulina y de 

la AMPK. Se ha reportado que los antioxidantes exógenos, pueden regular la 

producción descontrolada de especies reactivas de oxígeno y por ende las 

complicaciones derivadas. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue, evaluar el 

efecto del extracto de ajo envejecido sobre las especies reactivas de oxígeno y la 

fosforilación de la AMPK en ratas diabéticas administradas con 60 mg/kg de 

estreptozotocina. Se administró diariamente extracto de ajo envejecido en dosis de 

200 y 300 mg/kg y metformina en 100 mg/kg por 28 días. Posteriormente se obtuvo el 

músculo para medir las especies reactivas de oxígeno por citometría de flujo y 

fosforilación de la AMPK por Western blot. El nivel de glucosa disminuyó 40.9% en 

ratas no diabéticas tratadas con 300 mg/kg de extracto de ajo envejecido. En ratas 

diabéticas, el tratamiento con diferentes dosis de extracto de ajo envejecido (200 

mg/kg – 96.6%, 300 mg/kg - 54.6%) y la combinación con metformina (64.1%), inducen 

disminución de especies reactivas de oxígeno. Por otra parte, el tratamiento con 200 

mg/kg del antioxidante aumenta la fosforilación de la AMPK en ratas diabéticas. 

Concluyendo que el extracto de ajo envejecido disminuye las especies reactivas de 

oxígeno dependiente de la dosis. La dosis de 200 mg/kg de extracto de ajo envejecido 

aumenta la fosforilación de AMPK en ratas diabéticas.  

Palabras clave: diabetes, AMPK, especies reactivas de oxígeno, extracto de ajo 

envejecido, metformina.  



2 
 

II. Abstract 

 

Hyperglycemia in diabetes is associated with long-term damage and dysfunction of 

organs such as eyes, kidney and heart. Hyperglycemia generates an increase in the 

production of reactive oxygen species and a decrease in endogenous antioxidants, 

generating oxidative stress. The oxidative stress damages lipids, carbohydrates, 

proteins and DNA, and decreases the activation of signaling pathways involved in 

glucose regulation, such as the insulin and AMPK pathways. It has been reported that 

exogenous antioxidants can regulate the uncontrolled production of reactive oxygen 

species and so the complications derived. Therefore, the objective of this study was to 

evaluates the effect of aged garlic extract on reactive oxygen species level and 

phosphorylation of AMPK in diabetic rats administered with 60 mg/kg streptozotocin. 

Aged garlic extract was given daily at doses of 200 and 300 mg/kg and metformin at 

100 mg/kg for 28 days. The muscle was then obtained to measure reactive oxygen 

species level by flow cytometry and phosphorylation of AMPK by Western blotting. The 

glucose level decreased 40.9% in non-diabetic rats treated with 300 mg/kg of aged 

garlic extract. In diabetic rats, the treatment with different doses of aged garlic extract 

(200 mg/kg - 96.6%, 300 mg/kg - 54.6%) and combination with metformin (64.1%) 

induce a decrease of reactive oxygen species. On the other hand, treatment with 200 

mg/kg of the antioxidant increases the phosphorylation of AMPK in diabetic rats. 

Concluding that the aged garlic extract decreases reactive species of oxygen level 

dependent on the dose. The dose of 200 mg/kg of aged garlic extract increased the 

phosphorylation of AMPK in diabetic rats. 

 

Key words: diabetes, AMPK, reactive oxygen species, aged garlic extract, metformin.
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III. Introducción 

 

La diabetes mellitus es una enfermedad que se caracteriza por hiperglucemia, 

resultado de defectos en la secreción o acción de la insulina, la cual es una hormona 

de 5.8 kD de peso molecular, sintetizada en las células  del páncreas, y que regula 

los niveles de glucosa sanguínea (Das and Elbein, 2006), principalmente en células de 

tejido muscular, cardiaco y adiposo (Watson and Pessin, 2001). El efecto de la insulina 

se basa en la activación de su receptor, para activar una cascada de señalización que 

induce la translocación de vesículas que contienen los transportadores de glucosa 

dependientes de insulina 4 (GLUT4), desde el espacio intracelular hasta la membrana 

plasmática. GLUT4 es el principal y más abundante transportador en tejido muscular, 

(Lin and Sun, 2010; Rea and James, 1997; Valko et al., 2007). La translocación de 

GLUT4 a la membrana plasmática también puede llevarse a cabo por la activación de 

la vía de la cinasa dependiente de AMP (AMPK), la cual es independiente de la acción 

de la insulina (Koistinen et al., 2003). AMPK es una proteína formada por 3 

subunidades, ,  y , se activa por fosforilación en el residuo Thr172 cuando aumentan 

los niveles de AMP en relación a ATP, debido a que el AMP se une a la subunidad  

provocando un cambio conformacional de la proteína, que expone a la subunidad  

para que sea fosforilada por LKB1 en Thr172(Cheung et al., 2000). Esta cinasa es 

activada durante ejercicio prolongado, ya que durante la contracción muscular se 

degrada ATP y aumentan las concentraciones de AMP, que se unirá a AMPK para 

inducir su activación (Morales-Alamo and Calbet, 2016). Algunos fármacos 

hipoglucemiantes como la metformina inducen la activación de la AMPK, al inhibir al 

complejo 1 de la cadena transportadora de electrones, durante la fosforilación oxidativa 

(Owen et al., 2000), lo que genera la disminución de ATP y aumenta el nivel de AMP 

(Kurth-Kraczek et al., 1999; Zhang et al., 2009). 

 

Cuando la glucosa entra a la célula, ya sea por acción de la insulina o activación de la 

AMPK, inicia la glucólisis en el citoplasma y se forma piruvato.  El piruvato entra a la 

mitocondria y se incorpora al ciclo de Krebs para generar nicotinamida adenina 

dinucleótido (NAD) y flavin adenina dinucleótido (FAD), que participan en la 
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fosforilación oxidativa para la producción de ATP. Una parte del oxígeno que es 

utilizado en la fosforilación oxidativa, es convertido a superóxido (O2
-), especie reactiva 

de oxígeno (ERO) y precursor de otras EROs, como el radical hidroxilo (OH-) y de 

especies no radicales, como el peróxido de hidrogeno (H2O2) (Evans et al., 2002; 

Kamata and Hirata, 1999). En condiciones fisiológicas normales las células mantienen 

un equilibrio entre la generación y eliminación de EROs por el sistema antioxidante 

endógeno, constituido por las enzimas glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa y 

catalasa,  entre otros (Lee et al., 2004), y por antioxidantes endógenos no enzimáticos 

como la vitamia C y E, los carotenoides y los flavonoides (Valko et al., 2007). 

 

Sin embargo, cuando existe hiperglicemia, aumentan los niveles globales 

intracelulares de EROs y disminuye la actividad de las enzimas antioxidantes 

endógenas, por lo que la célula entra en una condición de estrés oxidativo (Valko et 

al., 2007). Así, las EROs que no fueron neutralizadas por el sistema antioxidante, 

pueden oxidar a macromoléculas, modificando proteínas, lípidos, carbohidratos y 

DNA, generando daño celular, activando vías sensibles al estrés y generando 

disfunción en tejidos y órganos (Styskal et al., 2012; Valko et al., 2007) especialmente 

ojos, riñones y corazón, generando  complicaciones diabéticas macro y 

microvasculares (Association, 2016). Se ha reportado que algunas cinasas 

involucradas en las complicaciones diabéticas, son sensibles a estrés oxidativo, tal es 

el caso de la cinasa MAP p38 (p38 MAPK) y la cinasa c-Jun N-terminal/proteína cinasa 

(JNK/SAPK) (Evans et al., 2002). La sobreactivación de p38 MAPK por estrés 

oxidativo, genera la hiperfosforilación de residuos Ser307 en el sustrato del receptor de 

insulina 1 (IRS-1), cuando normalmente se fosforilan en residuos de Tyr608/Tyr028, esto 

disminuye la habilidad de asociarse con el receptor de insulina (IR) (Archuleta et al., 

2009; Pitocco et al., 2013) provocando un deterioro en la señalización. Por otra parte 

p38 MAPK es capaz de fosforilar al inhibidor de  NFκB (IκB), permitiendo que NFκB se 

transloque al núcleo para activar la expresión de genes como el factor de crecimiento 

del endotelio vascular (VEFG) y citocinas proinflamatorias, genes involucrados en la 

angiogenesis e inflamación en la retina (retinopatía) y riñon (nefropatía) durante la 

diabetes (Evans et al., 2002). Anteriormente se mencionó que, durante el estrés 
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oxidativo, ocurre la oxidación de lípidos (peroxidación lipídica), como producto de dicha 

peroxidación, se libera 4-hidroxinonenal (HNE), capaz de formar aductos covalentes 

con LKB1, inhibiendo la acción de esta cinasa, disminuyendo la fosforilación de la 

AMPK (Dolinsky et al., 2009). Aunado a esto, se ha reportado que el aumento de las 

EROs es capaz de oxidar a la AMPK, específicamente en residuos Cys130/Cys174 de la 

subunidad , que causa una disminución en la fosforilación de la Thr172 (Shao et al., 

2014). Por lo tanto ambas vías relacionadas con la homeostasis de glucosa son 

alteradas durante la diabetes, como consecuencia del estrés oxidativo. Los fármacos, 

como la insulina o la metformina, que regulan los niveles de glucosa sanguínea e 

inducen la entrada de glucosa a la célula (Coughlan et al., 2014), también generan un 

aumento descontrolado de EROs, si no se controla la ingesta de glucosa. Siendo el 

estrés oxidativo un factor para la progresión de la diabetes, y debido a que no puede 

obviarse el tratamiento farmacológico, es importante el empleo de antioxidantes 

exógenos que neutralicen la concentración descontrolada de EROs. 

 

Se ha planteado la utilización de plantas con potencial antioxidante con la finalidad de 

disminuir el efecto colateral del tratamiento farmacológico (Modak et al., 2007). El 

Extracto de Ajo Envejecido (EAE), es un compuesto que tiene mayor capacidad 

antioxidante, en comparación con otras preparaciones, debido a que el envejecimiento 

provoca que los componentes antioxidantes y organosulfurados como la S-alilcisteína 

(SAC) y la mercaptocisteina se concentren, siendo más estables y con mayor efecto 

antioxidante (Colin-Gonzalez et al., 2012). Este efecto antioxidante se ha reportado en 

modelos de ratas diabéticas, donde el tratamiento con EAE disminuye los niveles de 

malondialdehido (MDA), producto de la peroxidación de lípidos, en células del riñón e 

hígado (Thomson et al., 2016). También se ha demostrado el efecto antioxidante de la 

SAC, para neutralizar las EROs en estudios in vitro y que esto es debido al grupo tiol 

localizado en su estructura química (Maldonado et al., 2011). Por otra parte se ha 

observado que el tratamiento con EAE, tiene efecto anti-hiperglucemiante en un 

modelo in vivo de diabetes (Barragan-Bonilla et al., 2013), y aumenta la expresión de 

genes de las enzimas antioxidantes (Thomson et al., 2016) mediante la activación del 

factor de transcripción 2 asociado con el factor nuclear eritoride 2 (Nrf2) (Kalayarasan 
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et al., 2008). Por esta razones al EAE se le atribuyen efectos beneficos para tratar la 

diabetes. 

 

Para profundizar en el efecto molecular del EAE, el objetivo del presente estudio fue 

evaluar el efecto antioxidante del EAE sobre las EROs y la fosforilación de la AMPK 

en tejido muscular de ratas diabéticas. 

IV. Material y métodos 

  

Modelo animal 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (n=4-12), entre 250-350 g de peso que 

fueron obtenidas del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía “Manuel Velasco 

Suárez”. Las ratas fueron divididas aleatoriamente en 6 grupos (Tabla 1). La diabetes 

experimental fue inducida con una inyección de 60 mg/kg de estreptozotocina (STZ, 

Sigma-Aldrich, St. Luois, EUA) por vía intraperitoneal. Después de 48 h del tratamiento 

con STZ se midieron los niveles de glucosa sanguínea utilizando tiras reactivas y el 

glucómetro OneTouch® (LifeScan, Pensilvania EUA). Las ratas fueron consideradas 

diabéticas cuando tuvieron una concentración de glucosa sanguínea mayor a 250 

mg/dL. El tratamiento con extracto de ajo envejecido EAE (Kyolic, California, EUA) y 

metformina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (Tabla 1) se aplicó cada 24 h durante 28 

días por vía oral, mediante una cánula gástrica. Los animales tuvieron libre acceso a 

comida y agua. Todos los procedimientos experimentales se realizaron respetando los 

lineamientos de la NOM-062-ZOO-1999 sobre las “Especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio”. Al término del tratamiento 

los animales fueron anestesiados con Pentobarbital (Cheminova, Edo. De México, 

México) vía intraperitoneal y sacrificados por decapitación, posteriormente se extrajo 

el tejido muscular de las extremidades posteriores. 

 

Tabla 1. Características de los grupos de experimentación 

Grupo Condición y tipo de tratamiento del grupo 

Control sano Ratas normales (Ctrl) 

Control sano con tratamiento Ratas con tratamiento con EAE (200 mg/kg) (C-200) 
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Control sano con tratamiento  Ratas con tratamiento con EAE (300 mg/kg) (C-300) 

Diabético Ratas diabéticas [Inducción de diabetes con STZ (60 mg/kg)] (D) 

Diabético con tratamiento  Ratas diabéticas tratadas con EAE (200 mg/kg) (D-200) 

Diabético con tratamiento  Ratas diabéticas tratadas con extracto de ajo envejecido (300 

mg/kg) (D-300) 

Diabético con metformina Ratas diabéticas tratadas con metformina (100 mg/kg) (D-Met) 

Diabético con tratamiento y 

metformina 

Ratas diabéticas tratadas con EAE (200 mg/kg) y metformina (D-

200-Met) 

 

Determinación de los niveles de EROs en tejido muscular 

La detección de EROs se realizó utilizando 50 mg de tejido muscular, homogenizados 

en 1000 µl de PBS. El homogenizado se centrifugó por 5 min a 10000 rpm y se decantó 

el sobrenadante. Se agregaron 1000 µl de tripsina (TrypLE, Invitrogen, California, EUA) 

y se incubó a 37°C por 20 min. Posteriormente, la muestra se centrifugó a 10000 rpm 

por 5 min. Se tomaron 200 µl de la muestra, y se mezclaron con 5 µM del Kit CellRox 

Green Reagent (Invitrogen, California, EUA) y se incubó a 37°C por 30 min. La muestra 

se analizó en el citómetro de flujo FACS Canto II (BD Beckton Dickinson, USA). Los 

datos fueron normalizados con la concentración de proteína total mediante el metodo 

de Bradford. 

 

Determinación de los niveles de MDA en plasma  

El daño a lípidos en plasma por EROs  se determinó mediante el metodo de 1-metil-2-

fenilindole (MPI). Se obtuvó plasma de los grupos (n=2-6) después de la inducción de 

DM por STZ y al finalizar el tratamiento. Se ocuparón 50 l de plasma. Se le adicionó 

50 l de agua destilada, 650 l de MPI 10 mM y 150 l de HCl 37%. Posteriormente 

se incubó por 40 min a 45ºC. Al término de la incubación, la mezcla se centrigufó a 

3500 rpm por 10 min. Se tomó el sobrenadante y se procedió a leer las absorbancias 

a una longitud de onda de 586 nm. Como estandar se utilizó 1,1,3,3-

Tetraethoxypropane (malondialdehido bis). Los resultados obtenidos se reportaron en 

M. 
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Cuantificación de grupos carbonilos en plasma 

Del plasma obtenido previamente se tomaron 50 l y se le adicionó 500 l de DNPH 

10 mM (2,4-dinitrofenilhidrazina + HCl 2.5 M). Como blanco, de cada muestra se 

tomaron 50 l y se le adicionó 500 l de HCl 2.5 M. Ambas muestras se incubaron a 

temperatura ambiente y en ausencia de luz por una hora, agitando en intervalos de 15 

min. Al término de la incubación se agregó 1000 l de ácido tricloroacetico (TCA) al 

5% y se centrifugó a 3500 rpm por 10 min. Se desechó el sobrenadante y el 

precipitado, se disolvió con 1000 l  de TCA al 2.5% y se centrifugó a 3500 rpm por 10 

min. El precipitado se disolvió en 2 ml de etanol/acetato de etilo y se centrifugó a 3500 

rpm por 10 min. Se dejó secar por 5 minutos y posteriormente, el precipitado fue 

disuelta en 1000 l de guanidina 6M a pH 6.3 e incubado a 37ºC por 10 min. Posterior 

a la incubación se procedió a medir la absorbancia a una longitud de onda de 370 nm. 

Los resultados obtenidos se ajustaron por mg de proteína total y se reportó como nmol 

de osazonas/mg de proteína. 

 

Análisis de p-AMPK  

Se lisaron 50 mg de tejido muscular con 500 µl buffer de lisis RIPA (150 mM NaCl, 1% 

Nonidet P-40, 1% Desoxicolato de sodio, 5 mM EDTA y 50 mM HEPES, pH 7.5), 

suplementado con pirofosfato de sodio e inhibidores de proteasas. La muestra se 

centrifugó a 4000 rpm a 4°C por 5 min, se tomó el sobrenadante y se centrifugó a 

13200 rpm a 4ºC por 10 min. La concentración de proteína total en el extracto fue 

determinada por el método de Bradford. Se realizó electroforesis en gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% con 40 µg de proteína total diluida en buffer de 

muestra (125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 0.01% azul de bromofenol, 

10% β-mercaptoetanol). Posteriormente las proteínas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa. La detección de las proteínas se realizó utilizando 

anticuerpos primarios específicos para AMPKα 1/2 y p-AMPKα 1/2 (Thr172) (Santa 

Cruz, California, EUA). Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti-

conejo acoplado a peroxidasa de rábano (Jackson ImmunoResearh, Pensilvania, 

EUA). Los inmunocomplejos fueron revelados por quimioluminiscencia utilizando 

Luminata (Millipore, Massachusetts, EUA) y películas radiográficas. Los niveles de 
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proteína fueron calculados mediante análisis densitométrico de las bandas con el 

programa Image J.  

 

Análisis estadístico 

Se evaluaron diferencias respecto a los controles utilizando análisis de varianza 

(ANOVA) asociado a la Prueba de Tukey y se evaluó diferencias entre grupos con la 

prueba t Student. Los datos fueron graficados como media aritmética y error estándar 

utilizando el programa GraphPad Prism ® v5. Valores de p<0.05 fueron considerados 

significativos. 

 

V. Resultados 

 

Efecto del EAE sobre los niveles de glucosa. 

 

Para evaluar el efecto del EAE sobre los niveles de glucosa sanguínea, se determinó 

el nivel de glucosa en todos los grupos experimentales al momento de inducir STZ y 

48 horas después de la inducción. Una vez que los animales fueron considerados 

diabéticos, fueron tratados por vía oral con EAE en dosis de 200 y 300 mg/kg y/o 100 

mg/kg de metformina. Nuevamente se determinó el cambio en el nivel de glucosa al 

finalizar el tratamiento y se realizó la comparación entre grupos. 

 

En lo que respecta a los grupos controles, el EAE en el grupo C-300 disminuyó 

significativamente los niveles de glucosa (40.9%) comparado con el grupo Ctrl. En el 

grupo D hubo un aumento significativo en el nivel de glucosa (35%) en comparación 

con el grupo Ctrl. En los grupos diabéticos con tratamiento con EAE, ninguna dosis (D-

200, D-300) fue capaz de regular el nivel de glucosa. Por otra parte el tratamiento con 

metformina en el grupo diabético (D-Met) mostró una tendencia a disminuir los niveles 

de glucosa (Figura 1).  

 

Esto resultados indican que la dosis de 300 mg/kg de EAE en ratas sanas tiene efecto 

hipoglucemiante, mientras que el tratamiento en los grupos diabéticos tanto en dosis 
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de 200 y 300 o en combinación con metformina no tiene efecto sobre los niveles de 

glucosa. Sin embargo en el grupo con tratamiento con metformina se observa una 

tendencia a disminuir los niveles de glucosa. 

 

 

 

 

 

 

Efecto del EAE sobre el nivel de EROs. 

 

Se determinó el nivel de EROs por citometría de flujo en todos los grupos de estudio 

con la finalidad de determinar si la hiperglucemia aumenta el nivel de dichos radicales 

y si el tratamiento con EAE reduce los niveles de EROs, en tejido muscular. 

 

Se observó que en el grupo D, el nivel de EROs aumenta significativamente (40.1%) 

en comparación con el grupo Ctrl. Por otro lado el tratamiento con EAE en los grupos 

D-200 y D-300 disminuye significativamente los niveles de EROs (43.5% y 85.4%, 

respectivamente) de forma dependiente de la dosis en comparación con el grupo D. 

Figura 1. Efecto del EAE sobre los niveles de glucosa sanguínea de ratas diabéticas, 

después de 28 días de tratamiento. Se determinó el porcentaje de cambio en los niveles de 

glucosa en ratas Wistar, control (Ctrl), con tratamiento de 200 (C-200) y 300 (C-300) mg/kg de 

peso de EAE y ratas diabéticas inducidas con 60 mg/kg de STZ, (D), seguido de la administración 

de 200 (D-200) o 300 (D-300) mg/kg de EAE diariamente por 28 días y/o 100 mg/kg de metformina 

(D-200-Met, D-Met respectivamente. Los datos se muestran como los promedios del porcentaje 

de cambio en los los valores de glucosa sanguínea. *p<0.05 con prueba de t student 
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En el grupo con tratamiento combinado metformina-antioxidante (D-200-Met) se 

observó una disminución significativa de las EROs (79.5%), comparado con el grupo 

D. En el grupo experimental D-Met el nivel de EROs tiende a aumentar en comparación 

con el grupo D, sin encontrar diferencia significativa (Figura 2). 

 

Estos resultados indican que el estado de hiperglicemia aumenta los niveles de EROs 

y que el tratamiento con EAE es eficaz para disminuir este aumento de manera 

dependiente de la dosis, así como la combinación de EAE y metformina también 

disminuye los niveles de EROs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto del EAE sobre los niveles de MDA. 

Para comprobar que el aumento de EROs en los diferentes grupos experimentales 

ocasiona daño a los lípidos y si el EAE disminuye este daño, se midieron los niveles 

de MDA en plasma de ratas diabéticas al inicio y final del tratamiento. 

Figura 2. Efecto del EAE sobre los niveles de las EROs en tejido muscular. Se determinó los 

niveles de EROs por citometría de flujo después de 20 días de tratamiento con EAE y/o metformina 

en tejido muscular, utilizando el kit CellRox. Ctrl; C-200; C-300; D; D200; D300; D-200-Met; D-Met. 

Los datos se grafican en porcentaje de Intensidad de Fluorescencia sobre µg de proteína total. Los 

datos fueron normalizados con proteína total, determinada por la técnica de Bradford. Todas las 

mediciones se hicieron por duplicado. Los datos se expresan como la media ± error estandar. 

*p<0.05, en comparación con el grupo C; +p<0.05, ++p<0.01, en comparación con el grupo D; 

†p<0.05, en comparación con el grupo D-200 con prueba de t student. 



12 
 

Los niveles de MDA no aumentan en los grupos diabéticos en comparación con el 

grupo control (Ctrl) antes de iniciar el tratamiento con el antioxidante, sin embargo, al 

finalizar el tratamiento los niveles de MDA tienden a disminuir (Figura 3). 

Esto indica que los niveles de EROs no fueron suficientes para generan un daño 

oxidativo significativo en los lípidos o que posiblemente el número de muestras no fue 

suficiente para encontrar diferencias entre los grupos. 

 

 

 

Efecto del EAE sobre el nivel de carbonilos en plasma. 

Para conocer si el aumento de EROs está generando un daño celular a nivel de 

proteínas, se midió el nivel de carbonilos en plasma de ratas diabéticas con y sin 

tratamiento con EAE, al inicio y al final del tratamiento 

Se encontró que el aumento de EROs derivado de la hiperglicemia no aumenta los 

niveles de carbonilos y que al finalizar el tratamiento solo la dosis de 200 mg/kg en 

ratas control disminuye significativamente los niveles de carbonilos (Figura 4).  

Figura 3. Efecto del EAE sobre los niveles de MDA en plasma sanguíneo de ratas diabéticas. 

Para determinar si existía daño a lípidos de membrana como indicativo de estrés oxidativo, se 

determinó el nivel de MDA al inicio y después de 28 días de tratamiento con EAE y/o metformina 

en plasma sanguíneo por espectrofotometría. Ctrl; C-200; D; D-200; D-200-Met; D-Met. Los datos 

se expresan como la media ± error estándar. t de student. 
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Con esto concluimos que el EAE en dosis de 200 mg/kg disminuye el nivel de 

carbonilos en ratas control.  

 

 

 

Efecto del EAE sobre la fosforilación de AMPK. 

Cuando existe un aumento de EROs, la fosforilación de la AMPK disminuye, ya que 

esta puede oxidarse o su activador, LKB1, bloquearse por los componentes liberados 

durante la lipoperoxidación. Para determinar si el efecto antioxidante del EAE y/o 

metformina aumenta la fosforilación de la AMPK en tejido muscular de ratas diabéticas 

se determinó la fosforilación de la AMPK por Western blot. 

En el grupo D se observó una tendencia a disminuir la fosforilación de la AMPK. Por 

otra parte, en el grupo D-200 se encontró un aumento significativo en la fosforilación 

de la AMPK, pero dicha fosforilación se encuentra disminuida en los grupos D-300 y 

D-200-Met, todos en comparación con el grupo D. La fosforilación de la AMPK 

aumenta significativamente en el grupo D-Met (Figura 3). 

Figura 4. Efecto del EAE sobre los niveles de carbonilos en plasma sanguíneo de ratas 

diabéticas. Para determinar el daño a proteínas por las EROs se midió el nivel de carbonilos al 

inicio y después de 28 días de tratamiento con EAE y/o metformina en plasma sanguíneo. Ctrl; C-

200; D; D-200; D-200-Met; D-Met. Los datos se expresan como la media ± error estándar. *p<0.05 

con prueba de t de student. 
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Estos resultados demuestran que la condición diabética tiende a disminuir la 

fosforilación de la AMPK y el tratamiento de 200 mg/kg de EAE revierte este efecto. 

Por otra parte, el tratamiento de 300 mg/kg y el tratamiento combinado de 200 mg/kg 

de EAE y 100 mg/kg de metformina disminuyen la fosforilación de la AMPK en los 

grupos diabéticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.  

 

VI. Discusión 
 

El EAE tiene efecto hipoglucemiante en ratas no diabeticas 

En el presente estudio se determinó que el EAE tiene efecto hipoglucemiante en dosis 

de 300 mg/kg en el grupo control sin diabetes, similar a lo encontrado por Eidi et al., 

en el 2006 y por Thomson et al., en el 2006 donde observaron un efecto 

Figura 2. Efecto del EAE sobre la fosforilación de AMPK en tejido muscular. Para determinar el 

efecto del EAE sobre la fosforilación de AMPK se realizó el Western blot para la detección de pThr-172 

de la AMPK, el control de carga se realizó mediante la detección de AMPK total. A) Western blot del 

efecto del EAE sobre la fosforilación de la AMPK. B) Comparaciones del nivel de fosforilación de AMPK 

en tejido muscular de los diferentes grupos de experimentación. Los datos se expresan como la media 

± error estándar. †p<0.05, en comparación con el grupo D; ++p<0.01, en comparación con el grupo D-

200; **p<0.01, en comparación con el grupo D-Met. con ANOVA y test de Tukey. 

A) 

B) 
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hipoglucemiante utilizando extractos de ajo y ajo crudo. Se ha especulado que el ajo 

puede estimular la secreción de insulina de las células  del páncreas, aunque se 

desconoce el mecanismo molecular, se ha determinado en estudios in vivo que el 

tratamiento con  extractos de ajo aumenta los niveles de insulina sérica (Eidi et al., 

2006), lo que podría explicar su efecto hipoglucemiante. Otro mecanismo que puede 

estar involucrado en la regulación de los niveles de glucosa es que el EAE aumenta la 

expresión de los genes de los transportadores de glucosa, GLUT1 (Espinoza-Rojo et 

al., 2014), GLUT3 (De la Cruz Concepción et al., 2014) y GLUT4 (Barragan-Bonilla et 

al., 2013) en diferentes tejidos. Por otra parte en los grupos diabéticos el tratamiento 

con EAE no tiene efecto sobre los niveles de glucosa y de igual manera el tratamiento 

convencional y combinado. Lo anterior es similar a lo observado por Jankyova et al., 

(2016), donde al utilizar la metformina en combinación con Pycnogenol, un 

antioxidante, no encontró efecto en los niveles de glucosa.  Esto puede ser debido a 

que el nivel de glucosa detectado en los animales diabéticos incluidos en la presente 

investigación fue más de 600 mg/dL, lo que dificultad la acción de diferentes fármacos, 

e inclusive de los antioxidantes, por lo que el EAE no es capaz de contrarestar esta 

condición (Pessler-Cohen et al., 2006; Pessler et al., 2001). Lo que también explica el 

efecto no significativo que tuvo la metformina sola o en combinación con EAE en lo 

grupos diabéticos. 

El EAE disminuye las EROs en tejidos muscular de ratas diabéticas 

Cuando hay hiperglicemia se genera un estado de estrés oxidativo, donde los niveles 

de EROs se encuentran aumentados y la actividad antioxidante disminuida debido a 

una sobreactivación de la cadena transportadora de electrones por un aumento en la 

glucólisis (Afanas’ev, 2010). Considerando lo anterior, en el presente estudio y en 

concordancia con otros autores, encontramos que en los grupos diabéticos sin 

tratamiento existen niveles aumentados significativamente de EROs (Du et al., 1999; 

Maiese, 2015).  Sin embargo el tratamiento con EAE, indujo una disminución de EROs 

de manera dependiente de la dosis (D-200 y D-300), lo que nos indica un efecto 

antioxidante (Borek, 2001; Colin-Gonzalez et al., 2012; Dillon et al., 2003). Este efecto 

se le atribuye principalmente a la SAC, que es un componente activo mayoritario del 
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EAE (Colin-Gonzalez et al., 2012), se ha reportado que la SAC se une y neutraliza 

móleculas de hidroxilo, a traves de la unión de su grupo tiol contenido en su estructura 

química (Maldonado et al., 2011).  

El tratamiento combinado de EAE y metformina tuvo un mejor efecto disminuyendo las 

EROs, debido a que a la metformina se le ha atribuido efecto antioxidante aunado al 

efecto antioxidante del EAE. La metformina activa a la AMPK, la cual activa a PGC-

1, que es un coactivador del factor Nrf2, el cual es aumenta la expresión de enzimas 

antioxidantes endógenas (Cantó and Auwerx, 2010);  También se ha reportado que la 

metformina aumenta la actividad de la enzimas antioxidantes, catalasa y superóxido 

dismutasa, y del  glutatión en modelos diabéticos inducidos con alloxan, aunque el 

mecanismo no es conocido aun (Chukwunonso Obi et al., 2016). 

 

Efecto del EAE sobre el daño generado por EROs a lípidos y proteínas. 

 

La peroxidación de ácidos grasos es utilizado como marcador de estrés oxidativo 

debido al daño que ocasiona las EROs a los lípidos de la membrana celular (Haugaard, 

1968). Se ha reportado que modelos de hiperglucemia tanto in vitro e in vivo existe un 

aumento en la lipoperoxidación y que a su vez aumenta las concentración de 

malondialdehido y 4-hidroxinonenal, productos finales de la lipoperoxidación 

(Chukwunonso Obi et al., 2016; Dolinsky et al., 2009), también se encuentra 

aumentada la concentración de carbonilos derivado de la oxidación de proteínas 

(Ruskovska and Bernlohr, 2013). En nuestro de estudio no encontramos aumento 

significativo de los niveles de MDA, ni en los niveles de carbonilos, pero si encontramos 

la tendencia a aumentar en condiciones diabéticas, con y sin tratamiento con EAE y/o 

metformina, lo que nos habla que en algunos animales del estudio si hay estrés 

oxidativo y en otros tal vez por sus defensas antioxidantes no hay presencia de daño.  

 

El EAE aumenta la fosforilación de la AMPK en diabetes 

 

La AMPK es un regulador del metabolismo celular, juega un papel importante en el 

metabolismo de la glucosa y de los lípidos (Carling, 2004). En los últimos años se ha 
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descrito como blanco terapéutico en diferentes patologías, como la diabetes, obesidad 

y el cáncer (Kim et al., 2007). La activación de la AMPK propicia la captación de 

glucosa por la célula, debido a la translocación de los GLUT4 a la membrana 

plasmática celular (Kurth-Kraczek et al., 1999). Nosotros encontramos que la 

fosforilación de la AMPK tiende a disminuir en el grupo diabético, este resultado es 

similar a lo encontrado por Yang et al., (2014), al observar que la fosforilación de la 

AMPK se disminuye en ratas diabéticas inducidas con STZ. Lo anterior puede ser 

debido a que la cinasa es oxidada por las EROs en residuos Cys130/Cys174 de la 

subunidad  (Shao et al., 2014), esto genera que AMPK no se fosforile. 

  

La utilización de antioxidantes exógenos aumenta la fosforilación de la AMPK (Yang 

et al., 2014). En nuestros resultados encontramos que la dosis de EAE de 200 mg/kg 

aumenta la fosforilación de AMPK por lo que coincide con la disminución de EROs, 

con la misma dosis de tratamiento antioxidante. Sin embargo, el tratamiento 

combinado  de 200 mg/kg de EAE y 100 mg/kg de metformina disminuye la 

fosforilación de la AMPK, este efecto puede ser debido al potencial antioxidante 

combinado y que esto sea suficiente para evitar la activación de moléculas sensibles 

a estrés, como p38 y JNK, que estarían bloqueando la vía de señalización de la 

insulina, por lo que esta vía de la insulina ejercerá su efecto adecuadamente captando 

glucosa y por consiguiente el aumento de los niveles de ATP en relación a AMP y así 

evitando la activación de la AMPK (Choi et al., 2004).   

 

En conclusión, ambas dosis de EAE y en combinación con metformina ejercen efecto 

antioxidante disminuyendo las EROs en animales diabéticos, pero solo la dosis de 200 

mg/kg induce un aumento en la fosforilación de la AMPK, aunque no es suficiente para 

inducir un efecto hipoglucemiante, ya que el nivel de glucosa en circulación disminuye 

con el tratamiento solo en condiciones normales. 
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