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Resumen

Las hormonas grelina y leptina, son importantes reguladoras de la homeostasis
energética a través de sefiales aferentes desde la periferia al hipotdlamo. La
hiperfagia diabética es resultado del desequilibrio energético que conduce a la
hiperglucemia constante y afecta la generacion de las especies reactivas de oxigeno
(EROs) y la eficiencia de las defensas antioxidantes, provocando estados de estrés
oxidante que favorecen el dafio a lipidos, proteinas y DNA, dando lugar a las
complicaciones a largo plazo. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del
tratamiento con los antioxidantes extracto de ajo envejecido (EAE), resveratrol
(RVS) y curcumina (CUR) sobre el dafio al DNA en el nucleo arcuato de ratas
diabéticas y su relacidén con el nivel de leptina y grelina en circulacion. Los niveles
de grelina y leptina fueron evaluados en plasma de ratas tratadas con EAE, RVS y
CUR durante 4 semanas. Para evaluar la expresion del dafio al DNA (8-oxoguanina)
por inmunofluorescencia en el ndcleo arcuato (ARC) del hipotalamo se usaron
cortes cerebrales. Los animales diabéticos sin tratamiento no mostraron cambios en
la concentracion de grelina, pero si una disminucion en los niveles de leptina (p
<0.05) en plasma. Los tratamientos con EAE y CUR provocaron un incremento del
20 y 18% respectivamente, en los niveles de grelina (p <0.05) y un incremento del
12.4% en los niveles de leptina en plasma cuando se comparan al grupo control
diabético. La expresion de la 8-oxoguanina en el ARC fue mayor en el grupo de las
ratas diabéticas en comparacion al grupo control sano. El grupo tratado con EAE y
RVS mostré una tendencia a disminuir la expresion del 8-oxoguanina, pero, fue el
grupo tratado con CUR el que indujo disminucién del 8-oxoguanina en comparacion
con el grupo diabético. El tratamiento con antioxidantes parece no tener un efecto
importante sobre la concentracién de grelina y leptina en circulacion; pero, la
disminucién del dafio al ADN después del tratamiento con CUR sugiere que el uso

prolongado de este antioxidante puede mejorar el dafio oxidativo en la diabetes.

Palabras Clave: Grelina, leptina, hiperfagia diabética, estrés oxidante, DNA,

antioxidantes, extracto de ajo envejecido, resveratrol y curcumina.




Abstract

The hormones ghrelin and leptin are important signal regulators of energy
homeostasis from the periphery to the hypothalamus. Diabetic hyperphagia is the
result of the intracellular energy imbalance that leads to a state of constant
hyperglycemia resulting in the generation of reactive oxygen species (ROS) and
deficiency of antioxidant defenses, causing oxidative stress states and damage to
lipids, proteins and DNA, leading to long-term complications. The objective of this
study was to evaluate the effect of treatment with the antioxidants aged garlic extract
(EAE), resveratrol (RVS) and curcumin (CUR) on DNA damage in the arcuate
nucleus of diabetic rats and its relationship with the level of leptin and ghrelin in
circulation. Ghrelin and leptin levels were evaluated using plasma samples from rats
treated with EAE, SVR and CUR for 4 weeks. In addition, brain slices were used to
evaluate the expression of DNA damage (8-oxoguanine) in neurons of the arcuate
nucleus (ARC) by immunofluorescence. Diabetic animals without treatment did not
show changes in ghrelin concentration in plasma but showed a decrease in leptin
levels (p <0.05). Treatments with EAE and CUR caused a 20% and 18% increase,
respectively, in ghrelin levels (p <0.05) and a 12.4% increase in leptin levels in
plasma. On the other hand, the expression of 8-oxoguanine in the ARC was higher
in the group of diabetic rats compared to the non-diabetic group. The group treated
with  EAE and RVS showed tendency to decrease the expression of the
immunofluorescence signal. Treatment with CUR induces a greater decrease of 8-
oxoguanine compared to the diabetic group. Antioxidant treatment does not have a
significant effect on the concentration of ghrelin and leptin in plasma; the decreased
in DNA damage after CUR treatment suggests that prolonged use of this antioxidant
can improve the oxidative damage in diabetes.

Key Words: Ghrelin, leptin, diabetic hyperphagia, oxidative stress, DNA,

antioxidants, aged garlic extract, resveratrol and curcumin.




Introduccién

La diabetes mellitus (DM) tipo 2 o no insulinodependiente se ha considerado como
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en la poblacion adulta a
nivel mundial (Ogurtsova et al., 2017). Se define como un conjunto de trastornos
metabolicos derivados de un estado de hiperglucemia e hiperinsulinemia constante
que conduce a alteraciones metabdlicas que puede derivar en alteraciones del
sistema inmune, sistema circulatorio, aterosclerosis, neuropatia, retinopatia,
nefropatia hasta derivar en deterioro sistémico y muerte por complicaciones de cada
aparato o sistema. Los sintomas iniciales mas comunes se relacionan con fatiga,
visién borrosa, polidipsia, poliuria, hiperfagia y pérdida de peso (ADA, 2017). La
hiperfagia diabética surge como un mecanismo de compensacién a la falta de
glucosa intracelular en tejidos insulinodependientes a pesar de que el plasma es
hiperglucémico e hiperinsulinémico. Por lo tanto, se deriva en un desequilibrio en la
homeostasis energética (Parker y Bloom, 2012) con activacion de centros

hipotalamicos para inducir la conducta de busqueda y consumo de alimentos.

El sistema nervioso central (SNC) desempefia un papel fundamental en la
regulaciéon de la homeostasis energética a través de sefiales vagales y hormonales
de retroalimentacion positiva y negativa, generadas en estbmago, pancreas, tejido
adiposo e higado, que son detectadas por las neuronas en el hipotalamo (Ferrini et
al, 2009). Dentro del hipotalamo, el nacleo arcuato (ARC) que esta localizado en
una region estratégica. Su cercania con la eminencia media, que es uno de los
organos circunventriculares donde la barrera hematoencefalica (BBB, Blood Brain
Barrier) esta ligeramente modificada con capilares semipermeables, permiten el
intercambio selectivo entre moléculas del flujo sanguineo y cerebroespinal con las
neuronas del hipotdlamo. En este ndcleo se encuentran poblaciones neuronales
gue activan circuitos hipotaldmicos relacionados a induccion de ingesta de
alimentos y poblaciones neuronales que activan circuitos hipotalamicos

relacionados disminucion de ingesta de alimentos o saciedad (Prior y cols, 2011).




El ARC esta compuesto por dos grupos de neuronas; las orexigenicas que expresan
tanto al neuropéptido Y (NPY) y al péptido relacionado con Agouti (AgRP), que
promueven la ingesta de alimento y son importantes reguladores de la homeostasis
energética, y las anorexigenicas que sintetizan la hormona estimulante de a-
melanocitos (a-MSH) a partir del precursor de proopiomelanocortina (POMC) y
CART que inducen saciedad (Ferrini et al, 2009; Kim et al., 2014). Las neuronas
NPY/AgRP del ARC que estimulan la ingesta de alimentos 1) proyectan a nucleo
paraventricular (PVN) y lo inhiben, 2) proyectan a nucleo dorsal medial (DMH) y
ventral medial (VMH) del hipotalamo y modulan su actividad y 3) activan a neuronas
que producen orexinas y neuronas que contienen la hormona concentradora de
melanina (MCH). Las neuronas POMC/CART en el ARC que disminuyen la ingesta
de alimentos 1) proyectan al area lateral hipotalamica y lo inhiben, 2) proyectan a
nacleo dorsal medial (DMH) y ventral medial (VMH) del hipotalamo y modulan su
actividad y 3) activan a neuronas localizadas en el nucleo paraventricular que
producen factor liberador de corticotropina (CRF) y neuronas que producen
hormona liberadora de tirotropina (TRH) (Millington, 2007; Ferrini et al, 2009; Kim et
al., 2014).

La expresiéon de estos neuropéptidos, es inducida principalmente por sefales que
se producen fuera del SNC, en su mayoria por hormonas peptidicas, como la
insulina y leptina con efectos anorexigénicos, y la grelina con actividad orexigénica
(Ferrini et al, 2009; Kim et al., 2014; Harriette et al., 2014). La unién de insulina a
sus receptores (IR) en las neuronas del ARC, inicia cascadas de sefializacion que
activan a PI3K/Akt, a su vez activando neuronas POMC/CART e inhibiendo la
actividad de las neuronas NPY/AgRP (Millington, 2007)

Por otra parte, la leptina es una hormona secretada por el tejido adiposo en
proporcion a las reservas de grasa, su funcion principal es transmitir informacion
sobre el estado energético del organismo (Park et al., 2015; Triantafyllou et al.,
2016). Actua principalmente como una sefial aferente para el cerebro, y en particular
para el hipotdlamo, donde coordina la homeostasis energética a traves de la

modulacién de la ingesta de alimentos y el gasto energético. Cuando se une a sus




receptores (LepR), activa la via JAK-STAT que regula la transcripcion de POMC en
neuronas POMC/CART (Belgardt y Briining, 2010).

Grelina es una hormona peptidica de 28 aminoacidos que se produce
principalmente en el estbmago, también, se produce en el ARC del hipotalamo, en
el pulmén y en el rifidn y su secrecidn se activa por estados hipoglucémicos. La
grelina se encuentra en forma acilada y no acilada, la acilada es un ligando para el
receptor 1 secretagogo de la hormona del crecimiento (GHSR1) y su cascada de
sefalizacion estimula la actividad de la fosfolipasa C. Lo anterior genera el
incremento en IP3 y Ca2+ intracelular, generando la estimulacion de factores de
transcripcion esenciales para NPY y AgRP, favoreciendo el apetito (Edwars et al.,
2017; Pradhan et al., 2014).

La hiperglucemia cronica favorecida por el desequilibrio en la ingesta de alimentos,
promueve el incremento en el flujo de glucosa hacia el interior de la célula siempre
y cuando haya sefal de la insulina, favoreciendo la sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) y la disminucion en la capacidad del sistema de
defensa antioxidante, condicion conocida como “estrés oxidante” (Nakabeppu et al.,
2014).

Durante el metabolismo de la glucosa normalmente se forman EROSs,
principalmente en la mitocondria durante la fosforilacion oxidativa en la cadena
transportadora de electrones (CTE), que se encuentran en la membrana interna de
las mitocondrias. En este proceso, los acarreadores de electrones NADH y FADH2
(generados en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos-TCA) entran a la CTE y
transfieren sus electrones en los diferentes complejos hasta el Ultimo aceptor, que
es el oxigeno molecular (O2) reduciéndolo a H20, sin embargo, del 1-4% es reducido
parcialmente a anion superoxido (O2z.-), una ERO altamente reactiva, que bajo la
accion de la superoxido dismutasa (SOD) es convertido a peréxido de hidrogeno
(H202). El H202 puede reducirse parcialmente en un oxidante mas fuerte, el radical
hidroxilo (OH), por accién de los iones ferrosos libres en la reaccion Fenton, a su
vez, puede reducirse en agua por accion de las enzimas glutation peroxidasa (GPx)
o catalasa (CAT) (Gutowski y Kowalczyk, 2013).




Por otra parte, el exceso de glucosa intracelular genera aumento en la actividad de
otras rutas metabdlicas como la via de los polioles, donde la enzima aldosa
reductasa que en normoglucemia, tiene baja afinidad hacia la glucosa convierte
glucosa a sorbitol, utilizando como cofactor a NADPH, el cual es requerido para la
regeneracion del antioxidante glutation reducido (GSH). Por lo que la activacion de
la via de los polioles induce la disminucién de las defensas antioxidantes, y la
capacidad celular de amortiguar la produccion de EROs (Yang et al., 2011).

Cuando hay una sobreproduccién de las EROs como en la DM, ademas de alterar
vias de sefalizacion, pueden causar dafio macromolecular, contribuyendo a
modificaciones en la estructura y funcion celular de lipidos, proteinas y DNA, en

diferentes 6rganos (Simone et al., 2008; Kharroubi et al., 2015).

En el DNA, el dafio se lleva a cabo en las guaninas, que al ser oxidadas por el
radical OH, forman la 8-oxoguanina (8-0x0G), esta es una modificacion de base que
al ser oxidada, es reconocida como timina; esto conlleva la disfuncion celular o
muerte celular favoreciendo asi a la patogénesis de complicaciones macro y
microvasculares como la nefropatia diabética entre otras; que se dan por la
activacion de factores de transcripcion en vias sensibles a estrés (Nakabeppu et al.,
2014). Existe evidencia cientifica que demuestra que hay un aumento en los niveles
de 8-o0xoG en el tejido insulinodependiente de ratas diabéticas y en la orina de
pacientes con el tipo 1 y diabetes tipo 2 con complicaciones diabéticas. En un
estudio realizado por Simone, et al en el 2008, demostraron que en la corteza renal
de ratas diabéticas la hiperglucemia constante y el peréxido de hidrogeno estimula
la fosforilacion de Akt y tuberina que provoca la acumulacion del 8-oxoG y disminuye
la expresion de la enzima reparadora del ADN que reconoce y escinde el 8-0xo0G,
la 8-0x0G-ADN glicosilasa (OGG1). Ademas, demostraron que el antioxidante N-
acetilcisteina inhibié significativamente la generaciéon de ROS, la Akt/proteina
qguinasa By la fosforilacién de la tuberina que dio como resultado la disminucion del
8-0x0G y una regulacion positiva de la expresion de la proteina OGG1 (Simone et
al., 2008).




Actualmente se ha empleado tratamiento antioxidante para minimizar el efecto del
estrés oxidativo, en combinacion con el tratamiento farmacoldgico utilizado para
mejorar la captacion de glucosa por las células. En nuestro grupo de trabajo se ha
evaluado el efecto de antioxidantes como extracto de ajo envejecido (EAE),
resveratrol (RSV) y curcumina (CUR) sobre la hiperfagia diabética y se relacion6
con los cambios en la expresion de moléculas que regulan el apetito y marcadores
de estrés oxidante de lipidos y proteinas en circulacion. Los resultados obtenidos
mostraron que los animales diabéticos tuvieron hiperglucemia en ayuno, hiperfagia,
poca ganancia de peso corporal, resistencia moderada a la insulina, bajos niveles
de insulina, estrés oxidativo, aumento en la expresiéon de NPY y disminucion de
POMC en ARC. Ademas, el tratamiento con EAE indujo en los animales de
experimentacion una actividad antihiperglucemiante; mientras que RSV, CUR Y la
dieta controlada tuvieron un efecto hipoglucemiante, pero solo, la CUR logr6 atenuar
el estrés oxidante. Por otra parte, ningun tratamiento provocé la disminucién en la
hiperfagia diabética, sin embargo, el EAE y la CUR promovieron la disminucién de
la expresion de NPY (Barragan, et al. 2019).

No se ha definido si esta disminucién en la expresion de NPY, esté relacionada con
la regulacion de moléculas desde la periferia como leptina y grelina, por lo que el
objetivo de nuestro estudio fue evaluar el nivel de estas hormonas en una condicién
diabética y definir si existe dafio oxidativo en el DNA en regiones especificas de
otros tejidos con mayor aporte de glucosa como el hipotdlamo, en el cerebro, asi
mismo, determinar si la administracién de diferentes antioxidantes, como el EAE,
RVS y CUR, tienen efecto sobre las concentraciones de leptina y grelina en
circulacién y un impacto en la disminucién del dafio oxidativo en el DNA del

hipotalamo.




Material y métodos
Animales.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar que fueron alojadas en el Bioterio de la
Universidad Autonoma de Guerrero (UAGro) con acceso a libre demanda de
alimento (Dieta comercial estandar de PURINA Rodent Lab Chow 5001, Ralston
Purina Co. St. Louis, Mo, USA) y agua, y durante el estudio los animales se
mantuvieron bajo humedad constante (50-60%) y temperatura (21-25°C)en
condiciones constantes de temperatura (21-25°C) y ciclos de 12 h luz y 12 h de
oscuridad. Las ratas fueron cuidadas bajo las especificaciones que indican la NOM-
062-Z00-1999 vy las reglas establecidas por la comision de ética del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN). Aprobacion del proyecto: Protocolo
32/17 con No. de oficio: CICUAL/SO/VI/22617/028/2017.

Inducciéon de DM

Los animales de experimentacion con dos dias de edad y ayuno de 8 h, fueron
inoculados via i.p. con 70 mg/kg de estreptozotocina (STZ) (SIGMA-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) disuelta en 25 ul de buffer de citrato de sodio con pH de 4.5.
Inmediatamente las ratas fueron regresadas con sus madres y se destetaron a los
21 dias de edad. Posteriormente, se les suplement6 con agua azucarada al 10 %
(Azucar comercial estandar elaborada con base en las especificaciones de la
NOMO051 SCFI/SSA1/2010) durante 4 semanas. A la 72 semana de edad, las ratas
se separaron en cajas individuales para su adaptacion, y a partir de la 8% semana
se realizaron pruebas para determinar la presencia de DM. Las ratas con glucosa
en ayuno superior a 200 mg/dL y que presentaron hiperfagia y polidipsia (con base
a los resultados del monitoreo de la ingesta de alimento y consumo de agua),

fueron consideradas para este estudio (Barragan-Bonilla et al 2019).

Grupos experimentales y programa de tratamiento

Los animales fueron clasificadas en 5 grupos de estudio de manera aleatoria: 1)

Ratas control (C); 2) ratas diabéticas sin tratamiento (DM-ST); 3) ratas diabéticas




tratadas con EAE (DM+EAE); 4) ratas diabéticas tratadas con resveratrol (DM+RVS)
y 5) ratas diabéticas tratadas con Curcumina (DM+CUR). Posteriormente, se
administraron los tratamientos a los grupos correspondientes por via oral,
diariamente durante cuatro semanas. Las dosis de los antioxidantes utilizadas se
realizaron con base en las recomendaciones previamente publicadas: Extracto de
ajo envejecido se utilizaron 200 mg/kg (Barragan, 2015), de curcumina 50 mg/kg
(Yuetal.,, 2012); y de resveratrol 2.25 mg/kg (Jing et al., 2013). [RSV y CUR (SIGMA
Aldrich, St. Louis MO, USA); EAE (Wakunaga de América Co., Ltd, Mission Viejo,
CA, USA)].

Concentraciones de leptina y grelina

Las concentraciones de leptina fueron medidas utilizando el kit de ELISA (Leptina,
de Crystal Chem, EIk Grove Village, Illinois, USA); mientras que para la grelina se
utilizé el kit de ELISA (Grelina acilada, de Mybiosource, San Diego, CA, USA)
siguiendo las indicaciones de los fabricantes. Las muestras sanguineas fueron
obtenidas después de 4 semanas de tratamiento, al momento del sacrificio de las
ratas con previo ayuno de 8 h y mediante puncion cardiaca. Las muestras fueron

centrifugadas para obtener el plasma y realizar las mediciones correspondientes.

Expresion del dafio oxidativo al ADN

a) Recoleccién del cerebro y preparacion de las muestras:

Para la recoleccion del cerebro, las ratas fueron anestesiadas con 65 mg/kg de PC
de pentobarbital sodico via i.p. (Cheminova de México, CDMX, México) (i.p.),
posteriormente fueron perfundidas transcardiacamente con buffer de fosfatos 0.1 M
pH 7.4 (Solucién A), seguido de perfusién con paraformaldehido (de SIGMA Aldrich,
Darmstadt, Alemania) al 4% (Solucién B). El cerebro fue extraido y fijado por 16 h
en solucion B y transferido a un buffer con sacarosa al 15% por 24 h, y
posteriormente a un buffer de sacarosa al 30% por 24 h a 4 °C. Posteriormente, el
cerebro fue congelado en una solucién con polietilenglicol (Tissue-Tek O.C.T.
Compound de SAKURA, Minchen, Alemania) para su uso posterior. Se realizaron

cortes utilizando el criostato (Leica CM1950, Buffalo Grove, lllinois, Estados
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Unidos), posteriormente estos fueron colocados en portaobjetos y cajas tomando
en cuenta el grosor de los cortes y fueron almacenados a -20 °C en solucién
crioprotectora, hasta su uso.

b) Inmunofluorescencia para la deteccion de 8-oxoguanina en el hipotdlamo

Las secciones de tejido fueron lavadas dos veces con buffer PBS 0.1M pH 7.4 a
temperatura ambiente durante 5 min, posteriormente se dejaron lavando con la
misma solucion durante la noche previa al inicio de la inmunofluorescencia para
eliminar el exceso de solucidn crioprotectora en los cortes. Una vez concluido el
lavado se prosiguio a realizar dos lavados mas con el buffer PBS a temperatura
ambiente durante 10 min cada uno. Se realiz6 una incubacion a 37°C con 500 ul de
HCL 2N durante 10 min, después de dos lavados de 3 min cada uno con buffer PBS,
se neutralizé la reaccion con 500 ul de Tris-Base 50 mM pH 8.5 durante 15 min. Los
cortes fueron bloqueados con una solucién de BSA al 5%, suero de normal de cabra
al 5% y Triton al 0.4% (Solucién B) por 2 h a temperatura ambiente. Las secciones
fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-8-oxoguanina (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania) diluido (en solucion B) toda la noche a 4°C. Después, se
realizaron cuatro lavados con buffer PBS por 10 min cada uno a temperatura
ambiente. Posteriormente, las secciones se incubaron por 2 h en la oscuridad con
el anticuerpo secundario Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 568 (Invitrogen
CA, USA) (diluido en solucién B), y después se realizaron cuatro lavados con buffer
PBS por 10 min cada uno a temperatura ambiente. Se realiz6 una tincion incubando
los cortes con DAPI (1:1000) durante 10 min en la oscuridad a temperatura
ambiente. Se realizaron cuatro lavados con agua milli-Q por 10 min cada uno a
temperatura ambiente. Las secciones fueron fijadas a un portaobjetos con 15 ul de

reactivo DABCO y se observaron bajo un microscopio de fluorescencia y/o confocal.

Andlisis de datos. Los datos fueron expresados como media * error estandar (EE).
La variacion entre grupos fue medida por un analisis de varianza (ANOVA) seguida

por la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni. El andlisis estadistico se
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realiz6 usando el Software Graphad Prism v5.0. La significancia estadistica se

considerd con un valor de p<0.05.

Resultados

Efecto del EAE, RVS y CUR sobre la concentracion de grelina y leptina plasmatica
de ratas diabéticas e hiperfagicas.

Con el fin de determinar si el tratamiento con los antioxidantes tiene efecto sobre la
concentracion de grelina y leptina en el organismo de animales diabéticos se midié
el nivel de estas hormonas en plasma de los diferentes grupos de estudio después

de cuatro semanas de tratamiento con los antioxidantes.

En el grupo de animales diabéticos sin tratamiento con respecto al control
observamos que las concentraciones de grelina, mostraron un incremento no
significativo (Figura 1a), mientras que, las concentraciones de leptina disminuyeron

significativamente 56.2% (Figura 1b).

Ademas, encontramos que el tratamiento con EAE y CUR en los animales
diabéticos provocd un incremento en la concentracién de grelina del 20 y 18%
respectivamente, con respecto al grupo DM-ST, asi mismo, se observé un aumento

del 14.2% en los niveles de leptina plasmatica en los mismos grupos.

Sin embargo, en las concentraciones de grelina solo los animales tratados con EAE
y CUR mostraron un incremento significativo con respecto al grupo de control,
mientras que, la disminucioén en la concentracion de leptina fue estadisticamente
significativa en todos los animales diabéticos con y sin tratamiento con respecto al

control. (Figura 1).
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Figura 1. Concentracion de grelina y leptina plasmatica. La concentracién de las
hormonas fue determinada en los grupos control y experimentales después de 4 semanas
de tratamiento con EAE (DM + EAE), RSV (DM + RSV), curcumina (DM + CUR). El asterisco
indica que los datos son significativamente diferentes del grupo control (*=p<0.05 vs DM-
ST).

Efecto del EAE, RVS y CUR sobre la expresion del dafio oxidativo al DNA en el
hipotalamo de ratas diabéticas.

Para determinar el dafio oxidativo al DNA en el nicleo ARC del hipotalamo de
animales diabéticos y en respuesta a los tratamientos con EAE, RVS y CUR, se
midio la expresion del 8-0xoG en esta zona cerebral mediante inmunofluorescencia
y analisis densitométrico en secciones de cerebro de ratas de los diferentes grupos

de estudio.

Los resultados demuestran un incremento en la expresion del 8-oxoG en los
animales DM-ST con respecto al grupo control (p<0.05, vs grupo Control). Los
animales diabéticos tratados con CUR mostraron una disminucion significativa,
(21.9%) de la expresion con respecto al grupo de animales diabéticos sin
tratamiento (p<0.05, vs grupo DM-ST). En tanto que el tratamiento con RVS y EAE,
inducen una disminucion del 12.5% en los niveles de expresién de 8-oxoG en el

nacleo ARC del hipotalamo, lo que no tienen significancia estadistica (Figura 2).
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Figura 2. Expresion de 8-oxoG en nucleo arcuato del hipotalamo de animales
diabéticos. A) Se muestra la inmunofluorescencia para la deteccién de 8-oxoG (1:100) en
hipotdlamo, como anticuerpo secundario se emple6 Rodamina anti-mouse (1:400), y se
contratifié con DAPI (1:1000; azul). Las muestras corresponden a secciones de hipotalamo
de los distintos grupos de estudio (Control: grupo sano; DM-ST: grupo con diabetes mellitus
sin tratamiento; DM+ CUR: grupo de DM con curcumina, DM+EAE: grupo de DM con
extracto de ajo envejecido; DM+RSV: grupo de DM con resveratrol). B) Andlisis
densitométrico de la intensidad de fluorescencia para 8-oxoG en los diferentes grupos de
estudio; el andlisis de los datos se realizé utilizando el software Graphad Prism v5.0, los
datos son expresados como media + error estdndar (EE). La diferencia entre los grupos se




midié utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) seguida de la prueba de Bonferroni. *p
<0.05.

Discusién y conclusiones

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica que representa un grave problema
de salud publica, debido a la alta mortalidad y que durante su desarrollo y evolucién
disminuye la calidad de vida ya que debido al estrés oxidativo, suelen presentarse
diversas comorbilidades afectdndose diversos 6rganos, entre ellos el cerebro (Van
Loon et al., 2010; Zou et al., 2018). Por lo que es emergente explorar la etiologia de
estas complicaciones en el cerebro que es uno de los tejidos mas susceptibles a
sufrir dafio por estrés oxidativo debido al mayor aporte de glucosa que pueden
obtener como consecuencia de la hiperfagia durante esta enfermedad. El objetivo
de nuestro estudio fue evaluar el efecto del EAE, RSV y CUR sobre la concentracién
de grelina y leptina plasmatica, ademas analizar la relacidon con el posible dafio

oxidativo al DNA en el ARC de ratas diabéticas.

La grelina y leptina son dos hormonas que juegan un papel importante en la
regulacion del apetito (Poher et al., 2018); en nuestro estudio encontramos que, en
el grupo de diabéticos sin tratamiento, la concentracion de grelina plasmatica no
muestra alteraciones importantes con respecto al control y que los niveles de leptina
plasmatica se encuentran disminuidos significativamente. Bajo condiciones
fisiol6égicas normales, en periodos de ayuno prolongado, se incrementan los niveles
de grelina e inducen la ingesta de alimentos, después de consumir alimentos, las
concentraciones altas de glucosa y acidos grasos actlan como agentes
anorexigénicos, asi como la insulina y la leptina, que son secretadas en proporcion
a los nutrientes antes mencionados. La union de estas hormonas a sus receptores
en el ARC, inducen el incremento en la expresion de los neuropéptidos POMC y

CART, y la disminucion de los neuropéptidos NPY y AgRP, produciendo saciedad.

Sin embargo, los animales diabéticos con y sin tratamiento presentan hiperfagia
(Barragan et al, 2019); esto puede ser debido a que a pesar de que no existen
diferencias significativas en los niveles de concentracion de grelina con respecto al

control, los niveles de leptina si se encuentran disminuidos en el grupo de animales




diabéticos, por lo tanto, estos animales no experimentan un aumento en la
sensacion de saciedad y como consecuencia la ingesta de alimentos continua
(Ramirez et al., 2015). Por otra parte, las concentraciones bajas de insulina o la
resistencia a esta hormona en los diabéticos impiden que la glucosa en sangre
ingrese a las células para que pueda ser convertida en energia, provocando un
estado hipoglucémico en el interior de la célula, por lo tanto, se envian sefiales
orexigenicas al cerebro por incremento de grelina. Ademas, el estrés oxidante
favorecido por el estado hiperglucémico que genera la ingesta descontrolada de
alimentos, juega un papel clave en este proceso alterando la sefalizacion de la
leptina (Jairrad et al., 2009).

Nuestros resultados concuerdan con estudios anteriores realizados por nuestro
grupo de trabajo, que indica que existe aumento en la expresiéon de NPY (Barragan
et al., 2019), lo que coincide con el incremento en la concentracion de grelina
encontrado en el presente estudio. Ademas también se ha definido que en este
modelo de diabetes existe disminucion de POMC en el nacleo ARC (Barragan et
al., 2019), lo que concuerda con la disminucién de leptina que encontramos en este

trabajo.

Con respecto al efecto de los antioxidantes sobre la concentracion de estas
hormonas los resultados obtenidos demuestran que en los animales diabéticos
tratados con EAE y CUR se incrementan ligeramente los niveles de grelina y leptina
en comparacion con los animales diabéticos sin tratamiento. El estrés oxidante
favorecido por la condicion diabética juega un papel clave en este proceso, pues se
ha descrito que afecta la sefializacion normal de la leptina, por lo que el tratamiento
con estos antioxidantes parece no ser suficiente para amortiguar las EROs que
pudieran estar causando defectos en la via de sefializacién de esta hormonay como
consecuencia se impide que lleve a cabo su efecto orexigenico (Jairrad et al., 2009;
Ramirez et al., 2015). Por lo tanto, el incremento en los niveles de grelina plasmatica
puede estar explicado por la disminucion en los niveles de leptina, pues al no haber

un aumento en la saciedad, la concentracion de grelina seguira aumentando.




Otro de nuestros objetivos fue determinar si existe dafio oxidativo al DNA en el
ndcleo ARC; el 8-0xoG es un marcador al DNA por estrés oxidativo (Simone et al.,
2008). En nuestro estudio, los resultados evidenciaron un aumento en la sefal de
8-0xoG en aquellos animales diabéticos sin tratamiento en comparacion con el
grupo control. Bajo condiciones fisiolégicas normales durante el metabolismo
oxidativo en las mitocondrias, se forman EROs, sin embargo, en condiciones de
hiperfagia diabética estas se incrementan y superan la funcion de las enzimas
antioxidantes. A pesar de ser menos reactivo que otras EROs, el H20: tiene un
papel importante debido a su capacidad de difundirse facilmente a través de las
membranas biologicas. Esto permite que el H20:2 llegue rapidamente a otros
compartimentos celulares como el DNA nuclear y mitocondrial; esta circunstancia
aumenta las probabilidades de que el H202 pueda reaccionar con atomos de Fe++
celular produciendo radicales hidroxilo. (Van Loon et al., 2010; Hoeijmakers et al.,
2009). Este proceso podria explicar el aumento en la sefial del 8-oxoG, debido a
que en condiciones de hiperglucemia cronica, algunos tejidos como el cerebro
reciben un mayor aporte de glucosa y por tanto, mayor susceptibilidad a sufrir dafio

por la acumulacion de las EROs.

En las ratas diabéticas tratadas con EAE se observé una ligera disminucién en la
expresion de 8-oxoG en comparacion con el grupo de animales DM-ST, estos
resultados sugieren que la acumulacion del dafio oxidativo al DNA podria ser menor
si se prolongara el tiempo y dosis del tratamiento. Anteriormente se reportd que el
EAE o su componente principal (S-alilcisteina) tiene un efecto anti-
hiperglucemiante, debido a que parte de su mecanismo es a través de la
modificacion en la expresion de transportadores de glucosa como GLUT2 en el
higado, GLUT1 y GLUT4 en el musculo, GLUT1, GLUT3 y GLUT4 en el cerebro
(Barragan y Rodriguez, 2013; Barragan, 2015; Espinoza- Rojo 2014). En
condiciones fisioldgicas normales, la unién de insulina a su receptor en las células
del musculo y tejido adiposo promueve la fosforilacién del receptor de insulina en
residuos de tirosina, esto activa la via de sefalizacion PI3k/Akt y se estimula el
anclaje del transportador de glucosa GLUT4 en la membrana para el ingreso de la

glucosa al interior de la célula (Lin et al., 2019). Durante la DM, el estrés oxidante




afecta la cascada de senalizacion de la insulina a causa de la fosforilacion en

residuos de serina del receptor de la insulina (Chen et al., 2017).

Asimismo, en aquellas ratas diabéticas tratadas con RVS se observo una tendencia
no significativa en la disminucion en la expresion de 8-oxoG con respecto al grupo
de ratas diabéticas sin tratamiento. Existe evidencia cientifica que comprueba que
el RVS tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica y ocasionar el
aumento en los niveles de enzimas antioxidantes y disminuir marcadores de estrés
oxidativo (Sasaki y Kitamura, 2010). El RVS es un activador de la proteina
deacetilasa dependiente de NAD+Sirtuina (SIRT1), que se expresa en nucleos
hipotalamicos, la sobreactivacion de SIRT1 en hipotdlamo suprime la actividad de
FOXO01, y la inhibicion de la transcripcion de AgRP, favoreciendo de esta manera la
disminucién en el consumo de alimentos (Tsutomu et al., 2010). Sin embargo,
diversos estudios describen la baja biodisponibilidad del RVS en tejidos posterior a
su absorcién en higado e intestino delgado (Gambini, et al 2013), lo podria ser la
principal causa de gue no existan diferencias importantes en nuestro grupo de

estudio.

Por el contrario, la administracion de CUR fue el tratamiento antioxidante que mostro
un mayor potencial en la disminucion del dafio al DNA, mostrando diferencias
significativas en los niveles de expresion del 8-0xoG, nuestros resultados
concuerdan con lo reportado en nuestro grupo de trabajo en un estudio realizado
por Barragén, et al en el 2019, en donde se ha demostrado que el tratamiento con
este antioxidante aumenta la actividad de las enzimas GPx y GST y explica la
disminuciébn en la concentracion de malondialdehido (MDA) y proteinas
carboniladas en su estudio , consecuentemente, esto podria explicar la disminucion
del dafio al DNA. Ademas, diversas investigaciones han demostrado que la CUR
tiene la capacidad de activar a multiples objetivos bioldgicos, entre los que destaca
el factor de transcripcion Nrf2, que se une a los elementos de respuesta a
antioxidantes (ARE, antioxidant response element) que se encuentran en los
promotores de las enzimas antioxidantes para estimular la expresion
(Raghavendhar and Devanand, 2019).




Por otra parte, se ha informado que la CUR es un tratamiento eficaz para la
disminucién de glucosa en sangre de animales diabéticos provocando un aumento
significativo en los niveles de insulina plasméatica (Raghavendhar and Devanand,
2019), por lo que el uso de este antioxidante como tratamiento durante la diabetes,

podria ser importante para mantener la integridad celular y de las macromoléculas.

En conjunto nuestros resultados evidencian que ninguno de los tratamientos con los
antioxidantes logra restablecer las concentraciones de las hormonas grelina y
leptina en circulacion, sin embargo, el tratamiento con CUR promueve una

disminucion importante en la expresion del dafio al DNA en el ARC del hipotalamo.
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