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l. RESUMEN.

El hipotalamo es una region cerebral que regula la conducta alimenticia, y estudios
recientes han mostrado que tiene un papel en la homeostasis de la glucosa. El
Neuropéptido Y (NPY) es un péptido hipotalamico, importante para la promocién del
apetito, mientras que las especies reactivas de oxigeno (EROs) producidas en esta
zona son clave para la regulacion de la saciedad. Se ha descrito que en la diabetes
mellitus (DM) hay hiperfagia, la cual esta relacionada con niveles incrementados del
mensajero del NPY; de igual manera, hay estrés oxidativo en cerebro (niveles
elevados de EROs y reduccidén de mecanismos de defensa antioxidante). Por ello, se
sugiere que la hiperfagia en la DM podria ser producto del estrés oxidativo en
hipotalamo. El extracto de ajo envejecido (EAE) es un poderoso antioxidante que ha
mostrado revertir varias alteraciones de la DM asociadas con el estrés oxidativo. El
objetivo de este estudio fue determinar si el EAE tiene efecto sobre la expresion de
genes como NPY y de enzimas antioxidantes [superoxido dismutasa (SOD1 y
SOD2), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx)] en hipotalamo de ratas
diabéticas en relacion con su concentracion de glucosa y nivel de EROs. Se usaron
ratas Wistar (280-350g); la DM fue inducida por tratamiento con estreptozotocina
(60mg/kg) administrada intraperitonealmente (i.p.). El EAE [100 y 200 mg via i.p.; 200
y 300 mg via oral] fue administrado diariamente durante 4 semanas. La expresion de
los ARNm de NPY, SOD, CAT y GPx fue medida por RT-PCR en tiempo real y el
nivel de EROs por citometria de flujo. Las ratas diabéticas mostraron incremento de
glucosa sanguinea y aumento en la expresién del NPY, SOD2, CAT y GPx en
comparacién con el grupo control (p<0.05) mientras que no se observaron cambios
en el nivel de EROs (p>0.05). Sélo la administracion de 200 mg de EAE via i.p. tuvo
efecto anti-hiperglucemiante, e indujo incremento en la expresion del NPY y enzimas
antioxidantes en ratas diabéticas y control (p<0.05), ademas disminuyo el nivel de
EROs Unicamente en ratas control (p<0.05), puesto que no se observaron cambios
en las ratas diabéticas (p>0.05). Estos hallazgos sugieren que el EAE (200mg i.p.)
tiene el potencial de estimular la expresién de las enzimas antioxidantes y del NPY
en el hipotalamo.

Palabras clave: neuropéptido Y, enzimas antioxidantes, diabetes, extracto de ajo
envejecido, especies reactivas de oxigeno.



Il ABSTRACT.

The hypothalamus is a brain region that regulates feeding behavior, recent studies
have shown that it has a role in glucose homeostasis. Neuropeptide Y (NPY) is a
hypothalamic peptide important for appetite promotion, while the reactive oxygen
species (ROS) produced in this region are important for regulation of satiety. In
diabetes mellitus (DM), the hyperphagia has been related with increased NPY levels;
additionally, there is oxidative stress in brain (increased ROS levels and reduction of
antioxidant defense mechanisms). It is probably that hyperphagia in DM could be a
product of oxidative stress in hypothalamus. The aged garlic extract (AGE) is a
powerful antioxidant that has been shown to reverse several alterations associated
with oxidative stress in the DM. The aim of this study was to determinate if the AGE
has an effect on NPY and antioxidant enzymes [superoxide dismutase (SOD1 and
SOD2), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX)] mRNA levels in
hypothalamus of diabetic rats in relation with their blood glucose and ROS level. Male
Wistar rats (280-350g) were used. DM was induced by treatment with streptozotocin
(60mg/kg bw) administered intraperitonally (i.p.). AGE (100 and 200 mg i.p.; 200 and
300 mg orally) was administered daily for 4 weeks. The NPY, SOD, CAT and GPx
MRNA levels were measured by real-time RT-PCR, and levels of ROS by flow
citometry. Diabetic rats showed increase of blood glucose, NPY, SOD2, CAT and
GPx mRNA levels compared with control group (p<0.05), while no changes were
observed in ROS levels (p>0.05). Only I.p. administration of 200 mg AGE has anti-
hyperglycemic effect, and increased of NPY and antioxidant enzymes gene
expression in diabetic and control rats (p<0.05). Moreover, it caused a decrease in
the level of ROS only in control rats (p>0.05). These findings suggest that AGE
(200mg i.p.) stimulates the expression of antioxidant enzymes and NPY in
hypothalamus.

Key words: neuropeptide y, antioxidant enzymes, diabetes, age aged garlic extract,
reactive oxygen species.



[l. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico cronico que representa un
grave problema de salud publica, se caracteriza por concentraciones elevadas de
glucosa en circulacion (hiperglucemia) y estrés oxidativo, ademas de alteraciones en
moléculas que regulan la ingesta de alimentos, lo que conlleva trastornos en la
conducta alimenticia (hiperfagia) (American Diabetes Association, 2014; Beagley et
al., 2013; Federacion Internacional de Diabetes, 2013; Gehlert, 2004; Matough et al.,
2012). La conducta alimenticia es regulada en la region cerebral hipotalamica, la
cual, también tiene un papel clave en la homeostasis de la glucosa. Esta area integra
diversas sefales centrales de neuropéptidos, sefales periféricas hormonales, y de
nutrientes que le indican el estado energético en el que se encuentra el organismo.
Una de las moléculas mas importantes que regulan la ingesta de comida es el
neuropéptido Y (NPY), un péptido que induce rapidamente el apetito (orexigénico) y
se encuentra abundantemente en esta region (Gehlert, 2004, Williams et al., 2001).
Su expresion es estimulada en condiciones de déficit de energia (como el ayuno) por
grelina, para favorecer el consumo de comida y restaurar el balance energético; y es
inhibida por leptina e insulina después de ingerir alimentos favoreciendo la saciedad.
Sin embargo, en la DM existe una respuesta inadecuada de estas hormonas, lo que
genera alteraciones en el nivel de expresion del NPY en el hipotalamo (Arora y
Anubhuti, 2006; Williams et al., 2001). En estudios con modelos experimentales de
DM inducida con estreptozotocina (STZ), se ha evidenciado que el nivel de expresién
del ARNm del NPY en hipotalamo estéa incrementado (Mao et al., 2002; Sahu et al.,
1997), y en pacientes con DM se han encontrado niveles elevados de NPY en
plasma; ambos hallazgos han sido relacionados con hiperfagia y polidipsia (llhan et
al., 2010; Matyal et al., 2011; Milewikz et al., 2000; Satoh et al., 1999).

La hiperglucemia en el estado diabético provoca estrés oxidativo, es decir, se genera
una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) que en condiciones
fisiologicas, son rapidamente neutralizadas por el sistema de defensa antioxidante
endégeno conformado por enzimas como manganeso-superoxido dismutasa
(MnSOD o SOD?2), Zn-CuSOD (SOD1), glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa



(CAT) (Gutowski y Kowalczyk, 2013; Nelson, 2005), sin embargo, en la DM, la
sobreproduccién de EROs favorece a la disminucion en la capacidad del sistema de
defensa antioxidante (Muriach et al., 2014)

Las EROs se han asociado con la activacion de algunas vias de sefalizacion
sensibles al estrés (e. g. p38 MAPK, JNK) que regulan varios factores de
transcripcion como NF-xB, AP-1, HIF, Nrf2, Sp1, NF1, y la expresién subsecuente de
genes que en sus promotores contengan sitios de unién para estos factores de
transcripcion. Dado que el promotor del NPY tiene sitios de union potenciales para
los factores de transcripcion AP-1, AP-2, Spl (Andersson et al., 1994; Minth y Dixon,
1990), se sugiere que su expresion puede estar modulada por EROs. Algunos
estudios de tipo experimental han demostrado que la produccion elevada y aguda de
EROs en el hipotalamo esta asociada a una disminucion del apetito en individuos
sanos, acompafado de una baja expresiéon del NPY (Diano, 2013; Hsieh et al.,
2006). Sin embargo, en un estado de hiperglucemia cronica como en la DM, en
donde existe una sobreproduccion crénica de EROs, el sistema regulador del apetito
se altera, induciendo hiperfagia (Drougard et al., 2015). No obstante, se considera
que los efectos de las EROs pueden variar dependiendo de sus niveles de
produccion, ya sea baja, moderada o elevada, aguda o crénica (Johnson et al., 2008;
Kdnigsberg, 2007; Luna, 2007; Pandya et al., 2011).

Por otra parte estudios con antioxidantes como el resveratrol y la curcumina han
demostrado que estos compuestos pueden inducir una disminucion del estrés
oxidativo y atenuar las alteraciones a nivel neurolégico de animales diabéticos (Jing
et al., 2013; Kuhad y Chopra, 2007). Aunado a esto, numerosos estudios in vivo han
demostrado que el extracto de ajo envejecido (EAE) es un poderoso antioxidante que
disminuye el estrés oxidativo en ratas diabéticas inducidas con STZ, mejora la
hiperglicemia, atenta sintomas derivados de la DM vy previene algunas
complicaciones (Anwar y Meki, 2003; Barragan y Rodriguez, 2013; Drobiova et al.,
2011; Mendoza y Mora, 2012; Thomson et al., 2006, 2007).



Debido a que la capacidad de estos compuestos para atrapar EROs puede regular la
expresion de algunos genes afectados por EROs, se sugiere que el EAE puede tener
el potencial de modular el nivel del ARNm del NPY, pero ademas la expresion de las
enzimas antioxidantes, puesto que los promotores de los genes que codifican para
las enzimas antioxidantes SOD1, SOD2, CAT y GPx también tienen sitios de union
para factores de transcripcion sensibles a EROs como NF1, NF-xB, AP-1, Nrf2
(Evans, 2002; Konigsberg, 2008; Luna, 2007). De esta manera, ademas de que un
antioxidante como el EAE podria controlar los niveles de EROs, estaria mejorando la
capacidad del sistema de defensa antioxidante enddgeno, previniendo las

alteraciones en la DM provocadas por estrés oxidativo.

En el presente estudio, examinamos el efecto del EAE sobre el nivel de EROs, y en
la expresion de enzimas antioxidantes y del NPY en hipotalamo de ratas diabéticas.
Nuestros resultados indicaron que el EAE no modifica el nivel de EROs, sin embargo,
si induce un incremento en la expresion de los mensajeros de las enzimas
antioxidantes SOD2, GPx y CAT, ademas de la del NPY. Los cambios observados

podrian asociarse a una mejoria de las ratas diabéticas.



IV. DISENO METODOLOGICO
Tipo de estudio:

El presente estudio es de tipo experimental, se realizd en el Laboratorio de Biologia
Molecular y Gendmica de la Unidad Académica de Ciencias Quimico Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Guerrero, en colaboracion con el Laboratorio de Patologia
Vascular Cerebral del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN)
“Manuel Velasco Suarez” de la S.S.A.

Material y métodos:

Animales. Se emplearon ratas machos de la cepa Wistar con un peso de 280 a 350
g. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones estandar de laboratorio,
mantenidas sobre ciclos de 12h luz/12h oscuridad; y tuvieron acceso libre a agua y
comida (Dieta comercial estandar de Harlan No. 2018S Teklad Global 18% Protein
Rodent Diet) durante el experimento. Las ratas fueron cuidadas y tratadas bajo las
condiciones que dicta la NOM-062-ZO0-1999 (especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio) y las normas establecidas

por la comision de ética del INNN.

Induccién de diabetes. Se administrd por via intraperitoneal (i.p.) una sola dosis (60
mg/kg) de STZ (de Sigma Aldrich; No. S0130) disuelta en 100 ul de buffer de citrato
de sodio pH de 4.5, 0.1 M (Mora H. et al., 2009). La DM fue confirmada 48 h después
de la inyeccion de STZ. Las ratas fueron mantenidas sin tratamiento hasta 7 dias
antes de aplicar el EAE [adquirido de Wakunaga de América Co., Ltd (Mission Viejo,
Ca, USA)]. Las muestras sanguineas se obtuvieron mediante una incision en la cola
de las ratas. Las concentraciones de glucosa fueron determinadas con el kit de
diagnéstico OneTouch® Ultra™, siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Las
ratas que tuvieron una concentracion de glucosa sanguinea igual o superior a 250

mg/dl fueron seleccionadas y usadas en este estudio.



Programa de tratamiento. Las ratas fueron clasificadas aleatoriamente en 10 grupos
de 4-5 animales cada uno: 1) Animales control no diabéticos (Control); 2 y 3)
Animales control no diabéticos, tratados con 100 6 200 mg de EAE por kg de peso
corporal (PC) administrado via i.p. (C100 IP y C200 IP); 4 y 5) Animales control no
diabéticos tratados con 200 6 300 mg de EAE/kg PC administrado via oral (C200 OR
y C300 OR); 6) Animales control diabéticos sin tratamiento (Diabéticas); 7 y 8)
Animales diabéticos con 100 6 200 mg de EAE/kg PC administrado via i.p. (D100 IP
y D200 IP); 9 y 10) Animales diabéticos con 200 6 300 mg de EAE/kg PC
administrado via oral (D200 OR y D300 OR). El EAE fue administrado diariamente
durante 28 dias consecutivos (de 8:00 am a 9:00 am). El PC y las concentraciones
de glucosa sanguinea fueron medidos al inicio del experimento para tener un valor
de referencia, después de inducir DM y al finalizar el experimento para observar el

efecto de los 28 dias de tratamiento con EAE sobre estos pardmetros.

Sacrificio. Al finalizar el tratamiento con el antioxidante, los animales fueron
anestesiados con 300 pl (19 mg) de pentobarbital sédico (de Cheminova) y
sacrificados por decapitacion cervical, inmediatamente se extrajo el cerebro y se
diseccion0d para obtener el hipotdlamo. Las muestras fueron almacenadas a -20°C

hasta su uso.

Deteccion de EROs por citometria de flujo. Se realizé disgregacion del hipotalamo
con aproximadamente 10 mg de tejido en 1 ml de PBS 0.1 M pH 7.4 en frio.
Posteriormente, las muestras fueron incubadas con 2.5 uM de reactivo CellROX®
Green (Life Technologies™ USA No. C10444), durante 30 min a 37°C, la cual es
una sonda fluorescente que se une a las EROs, oxidandose y subsecuentemente se
une al ADN. Transcurrido el tiempo se sometieron a dos lavados con PBS 0.1 M pH
7.4 atemperatura ambiente. Finalmente, las muestras fueron leidas en un citbmetro
de flujo FACS CANTO DIVA usando detectores FITC (485-520 nm) y la intensidad de
fluorescencia fue proporcional a la cantidad de EROs presentes en el tejido. Se

incluyd un control positivo con H202 (ver Anexo 2).



Extraccion de ARN total y RT-PCR en tiempo real. Se utilizaron aproximadamente 30
mg de tejido de hipotalamo. Se extrajo el ARN total con Trizol (de Invitrogen USA
No. 15596018; Chomczynski, 1993), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ADNCc fue sintetizado a partir de 1 uyg de ARN total usando hexameros al azar (de
Applied Biosystems USA No. 28025-013) como iniciadores. El analisis de expresion
de los ARNm de npy (Rn01410145 ml), sodl (Rn00566938 m1l), sod2
(Rn0069058 g1), cat (Rn00560930_m1l), y gpx (Rn00577994 gl) se realizd
empleando ensayos predisefiados por Applied Biosystems; y como control interno
para normalizar los datos se utilizd el ARNr de la subunidad 18S (Applied Biosystems
USA No. 4308329). Antes de realizar la amplificacion se hicieron curvas de
validacion para determinar la eficiencia de amplificacion para cada gen. Para esto, se
hicieron diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 del cDNA de ratas del grupo control. Se
realiz6 PCR en tiempo real y se obtuvieron los valores de CT de los amplificados; se
calcularon las ACT vy mediante la formula de la recta (y=mx+b) se obtuvo la
pendiente. La maxima eficiencia se logra cuando el resultado de la pendiente (m) es

menor o igual a 0.1. Con los resultados obtenidos se valido el uso de las sondas.

La reaccion de amplificacion fue realizada a partir de 1 pl de la dilucién 1:4 de ADNc,
a la cual se le adicion6 5 pl de Master Mix (Applied Biosystems USA No. 4440038),
0.5 ul de sonda TagMan, y se afor6 a un volumen final de 10 ul con H20 destilada.
Las condiciones de amplificacién fueron las recomendadas por el proveedor (1 ciclo
de 2 min a 50°C, 1 ciclo de 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C y 1 min a
60°C, y 1 ciclo de 10 seg a 20°C), usando un termociclador PikoReal v2.2. Todas las
reacciones de PCR se realizaron por triplicado y se incluyé un control negativo sin
ADNc. El andlisis de los datos se realiz6 utilizando el método comparativo 2-4ACT
(Livak y Schmittgen, 2001).

Andlisis estadistico. Los datos son expresados como media + EE. La variacion entre
grupos fue medida por un analisis de varianza (ANOVA) seguida por la prueba de
Tukey. El analisis estadistico fue realizado usando el Software Graphad Prism v5.0.

La significancia estadistica fue considerada con un valor de p<0.05



V. RESULTADOS

En el presente estudio se evalud el efecto de 28 dias tratamiento con EAE,
administrado por via i.p. y oral, y en dosis diferentes: 100, 200 y 300 mg.
Considerando que la inyeccion i.p es una via directa de administracion de farmacos,
se emplearon las dosis 100 y 200 mg; en tanto que la via oral es comunmente usada,
sin embargo, su efecto depende de procesos como absorcion durante su paso por el
aparato gastrointestinal y sabiendo que pueden perderse algunos componentes

durante ese proceso, se emplearon 200 y 300 mg como dosis (Florez et al., 1998).
1. Efecto del EAE en la concentracion de glucosa sanguinea

La administracion de STZ para inducir DM, produjo un aumento significativo de
hasta 4 veces en los niveles de glucosa sanguinea (datos no mostrados en esta
seccion; ver Anexo 1). En la figura 1 se muestra el cambio en el nivel de glucosa
entre los valores obtenidos después de inducir DM y después de haber finalizado los
28 dias tratamiento con EAE. Observamos que el grupo de ratas diabéticas mostro
un incremento significativo de glucosa del 26.5 % con respecto a su valor inicial en la
induccion de DM (p<0.05; Figura 1, “Diabéticas”). El tratamiento con 100 mg de
EAE/kg de PC a ratas diabéticas por via i.p. atenué ese incremento sélo en un 4 %
(p>0.05; Figura 1, “D100 IP”), mientras que la administracion de 200 mg de EAE via
i.p. (p<0.05) y oral (p>0.05) evité que se aumentaran las concentraciones de glucosa,
manteniéndolas sin cambios al finalizar el tratamiento (Figura 1, “D200 IP” y “D200
OR”). En contraste a la dosis de 200 mg, observamos que la administracién de 300
mg de EAE por via oral no modificé el nivel de glucosa sanguinea (p>0.05; Figura 1,
“D300 OR”).

Por otra parte, a los animales control a los que se les administré el EAE no mostraron
ningun cambio en la concentracion de glucosa con respecto a los controles sin
tratamiento a lo largo del experimento (p>0.05). Lo anterior se observo para todas las
dosis de forma independiente de la via de administracion (Figura 1, grupos “C100
IP”, “C200 IP”, “C200 OR” y “C300 OR” vs “Control”).



Estos resultados indican que el tratamiento con EAE en las condiciones evaluadas,
muestra un efecto anti-hiperglucemiante en dosis de 200 mg/kg de PC por ambas
vias de administracion.

80+

Cambio en glucosa sanguinea (%)

Figura 1. Efecto del EAE sobre el nivel de glucosa sanguinea en ratas sanas y diabéticas.
Se muestran el cambio en los niveles de glucosa sanguinea en % (mediatEE) en grupos
control y experimentales (diabéticas inducidas con 60 mg de STZ por kg de PC) después de
28 dias de tratamiento con diferentes dosis de EAE administrado por via oral (OR) e
intraperitoneal (IP). C= Control; D=Diabéticas; C100 IP y D100 IP = 100 mg de EAE/kg PC
por IP; C200 IP, C200 OR, D200 IP y D200 OR = 200 mg de EAE/kg de PC, via IP u OR,;
C300 OR y D300 OR = 300 mg de EAE/kg PC por via OR (p<0.05 *Diferente de Control;
°Diferente de Diabéticas).

2. Efecto del extracto de ajo envejecido sobre el peso corporal

Los modelos experimentales de DM suelen caracterizarse por una pérdida severa de
PC. Reportes previos indican que la administracion de antioxidantes puede revertir o
prevenir esta consecuencia en la DM (Thomson et al.,, 2007). Es por eso que en
nuestro estudio, con el objetivo de evaluar el efecto del EAE sobre cambios en el PC
de ratas diabéticas, se determinaron las diferencias de este parametro entre el inicio

de la DM hasta terminar el tratamiento con EAE.
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En la figura 2, observamos que las ratas diabéticas disminuyeron significativamente
su PC (p<0.05). El tratamiento con EAE en cualquiera de las dosis o vias
administradas, no previno la pérdida de PC que ocurre durante la DM. De igual
manera, las ratas control no mostraron cambios importantes en su PC con el
antioxidante.

20+

104

Cambios en peso corporal (%)
o
L

Figura 2. Efecto del EAE sobre el peso corporal. Se grafican los cambios en el PC (%)
(mediazEE) en grupos control y experimentales (DM inducida con STZ), entre el valor del PC
obtenido después de haber inducido DM y entre el obtenido después de 28 dias de
tratamiento con EAE. C= Control; D=Diabéticas; C100 IP y D100 IP = 100mg de EAE/kg PC
por via intraperitoneal (IP); C200 IP, C200 OR, D200IP y D200 OR = 200 mg de EAE/kg de
PC i.p. u oral (OR); C300 OR y D300 OR= 300 mg de EAE/kg PC por via OR (p<0.05
*Diferente de Control).

3. Efecto del EAE en la regulacion del estrés oxidativo.

3.1 Efecto del EAE sobre el nivel de EROs

Con el propésito de determinar si el EAE es capaz de disminuir el estrés oxidativo, se
midio el nivel de EROs en hipotalamo de ratas diabéticas y no diabéticas por
citometria de flujo.
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En la figura 3, observamos que el grupo de ratas “Diabéticas” no mostré6 cambios en
el nivel de EROs en el hipotadlamo al compararlas con el grupo “Control” (p>0.05). De
igual manera, la administracion de EAE no tuvo efecto sobre el nivel de EROs en
ratas diabéticas. Sin embargo, en los grupos de ratas control, la administracion de
200 mg/kg via i.p. del antioxidante, indujo una disminucion (29.2 %; p<0.05) en el
nivel de EROs; y se observé la misma tendencia cuando se les administré 200 mg
(16 %; p<0.05) y 300 mg (13.2 %; p<0.05) por via oral.

Los resultados obtenidos reflejan la capacidad antioxidante del EAE sélo en ratas no

diabéticas.

Nivel de EROs
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Figura 3. Efecto del EAE sobre el nivel de EROs en hipotalamo. Se observan la intensidad
de fluorescencia en porcentaje (%) del nivel de EROs presentes a los 28 dias de tratamiento
con EAE. C= Control; D=Diabéticas; C100 IP y D100 IP = 100mg de EAE/kg PC por via
intraperitoneal (IP); C200 IP, C200 OR, D200IP y D200 OR = 200 mg de EAE/kg de PC i.p. u
oral (OR); C300 OR y D300 OR= 300 mg de EAE/kg PC por via OR (p<0.05 *Diferente de
Control).
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3.2 Efecto del EAE en el nivel de expresion de los ARNm de las enzimas
antioxidantes SOD1, SOD2, CAT y GPx.

Para evaluar los cambios que ocurren en el sistema de defensa antioxidante de ratas
diabéticas y determinar el efecto del tratamiento con EAE, evaluamos la expresion de
las enzimas antioxidantes SOD1, SOD2, CAT y GPx por PCR en tiempo real (Figura
4)

En nuestro modelo de estudio, las ratas diabéticas mostraron aumento en la
expresion de los ARNm de las enzimas antioxidantes SOD2 (0.9 veces), CAT (1 vez)
y GPx (0.6 veces) con respecto a las ratas control (p<0.05), sin cambios significativos

en el nivel del mensajero de SOD1 (p>0.05).

El tratamiento con 200 mg de EAE via i.p. a ratas diabéticas, produjo incremento en
la expresion de SOD2 (3.6 veces), CAT (7.2 veces) y GPx (4.5 veces) de forma
significativa con respecto al grupo diabético no tratado (p<0.05). Mientras que no se

observaron cambios importantes en ninguna otra de las condiciones.

En ratas sanas, la administracién i.p. de 100 mg 6 200 mg de EAE provoco un
incremento significativo en la expresion del ARNm de todas las enzimas
antioxidantes: SOD1 (0.7 y 1.6 veces), SOD2 (0.9 y 4.7 veces), CAT (25y 7.4
veces) y GPx (2.3 y 5.3 veces) respectivamente (p<0.05).

Sin embargo, la administracion oral de 200 mg de EAE, no genera cambios en el
nivel de expresion de las enzimas evaluadas (p>0.05); mientras que la dosis de 300
mg de EAE por via oral, incrementd los mensajeros de SOD2 (1 vez), CAT (1.9) y
GPx (2.7) (p<0.05).

Estos datos nos muestran que en ratas diabéticas, la dosis de 200 mg de EAE via
I.p. es capaz de incrementar el sistema de defensa antioxidante a nivel de ARNm;
mientras que, en animales control, fueron las de 100 y 200 mg de EAE por via i.p. y

300 mg por via oral.
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Figura 4. El tratamiento con 200 mg de EAE via i.p. induce la expresion de los ARNm de enzimas antioxidantes (SOD1, SOD2,
CAT, GPx) en hipotalamo de ratas control y diabéticas. Se observan las mediciones del nivel de expresion de los mensajeros de
las enzimas antioxidantes a los de 28 dias de tratamiento con EAE. C= Control; D=Diabéticas; C100 IP y D100 IP = 100mg de
EAE/kg PC por via intraperitoneal (IP); C200 IP, C200 OR, D200IP y D200 OR = 200 mg de EAE/kg de PC i.p. u oral (OR); C300
OR y D300 OR= 300 mg de EAE/kg PC por via OR (p<0.05 *Diferente de Control; ° Diferente de Diabéticas).
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4. Efecto del EAE sobre la expresion del NPY en hipotalamo.

Con el fin de determinar si el EAE puede regular la expresion del NPY hipotalamico
en ratas diabéticas después de 28 dias de tratamiento con EAE, se midio el nivel de

expresion del mensajero de este neuropéptido por PCR en tiempo real.

En figura 5, se puede observar que el nivel de expresion del ARNm del NPY aumenta
hasta 4.8 veces en ratas diabéticas comparadas con el grupo de ratas control
(p<0.05). El tratamiento con EAE induce un mayor aumento en su expresion: a) 100
mg de EAE via i.p. provoco aumento de 8.4 veces (p>0.05); b) 200 mg de EAE via
i.p. genera incremento de 11.6 veces (p<0.05); ¢) 200 mg de EAE via oral induce el
aumento de 9.6 veces (p>0.05) y, d) 300 mg de EAE via oral provoca un incremento
de 9.2 veces (p>0.05).

Asimismo, la administracion del antioxidante en ratas sanas también induce cambios
en la expresion del NPY con respecto al grupo de ratas control no tratadas: a) 100
mg i.p. indujo aumento en la expresion del NPY hasta 4.4 veces (p<0.05); b) 200 mg
i.p. provocd aumento de 5 veces mas (p<0.05); c) 200 y 300 mg de EAE via oral

incrementd al NPY en 2 y 2.8 veces mas, respectivamente (p<0.05).

Los datos aqui mostrados nos sugieren que el EAE regula positivamente la expresion

del NPY en hipotalamo de ratas sanas y diabéticas.
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Figura 5. El tratamiento con EAE incrementa la expresion del ARNm del NPY en ratas
control y diabéticas. Se observan las mediciones del nivel de expresion del mensajero del
NPY a los de 28 dias de tratamiento con EAE. C= Control; D=Diabéticas; C100 IP y D100 IP
= 100mg de EAE/kg PC por via intraperitoneal (IP); C200 IP, C200 OR, D200IP y D200 OR =
200 mg de EAE/kg de PC i.p. u oral (OR), C300 OR y D300 OR= 300 mg de EAE/kg PC por
via OR (p<0.05 *Diferente de Control; °Diferente de Diabéticas)
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VI.  DISCUSION Y CONCLUSION
El nivel del ARNm del NPY se incrementa en ratas diabéticas.

En el presente estudio, el aumento en la expresion del ARNm del NPY encontrado en
hipotalamo a las 5 semanas de haber inducido DM puede estar asociado con la
hiperfagia que presentan los modelos animales de DM, como se ha sugerido
previamente (Mao et al., 2002; Sahu et al.,, 1997). Este incremento ha sido
relacionado a la deficiencia de insulina y leptina, e incremento en los niveles de
grelina que ocurren durante la DM. Estas hormonas juegan un papel clave en la
regulacion de la expresion y secrecion de neuropéptidos que controlan la conducta
alimenticia (Gellin et al., 2006; German et al., 2010). Aunque son parametros que no
evaluamos en este estudio, en modelos experimentales de DM inducidos con STZ se
ha demostrado que este farmaco provoca deficiencia de insulina debido al dafio
oxidativo inducido en las células B de los islotes de Langerhans, lo cual hace que
algunas células como las del musculo, higado y tejido adiposo sean incapaces de
utilizar glucosa como fuente principal de energia, generando por lo tanto un estado
de hiperglucemia crénica (Bolzan y Bianchi, 2002; Eleazau, et al., 2013; Takasu, et
al., 1991). Como producto de la imposibilidad de las células para captar glucosa,
ocurren varias alteraciones en el metabolismo de lipidos y proteinas, favoreciendo la
pérdida de peso, y al mismo tiempo disminucién en los niveles de leptina (German et
al., 2010; Thomson et al., 2006 y 2007).

Ademas de las sefiales hormonales, existen evidencias de que los nutrientes también
pueden afectar la expresion de péptidos involucrados en la conducta alimenticia. Al
respecto, algunos estudios han revelado que las células neuronales del hipotdlamo
pueden responder a la disponibilidad de glucosa y/o acidos grasos presentes, por lo
tanto, la hiperglucemia existente después del consumo de alimentos, tendria que ser
una sefial metabdlica para que disminuya la expresion del NPY en el hipotalamo y
favorecer la saciedad (Benani et al., 2007; Leloup et al., 2006), sin embargo, en la
DM, la hiperglucemia es constante, y a pesar de ello, la expresion del NPY esta

aumentada, lo que nos indica que la alteracion de otras moléculas como insulina y
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leptina tienen un efecto importante en la regulacion de la expresiéon del NPY; es por
esto que se asume que el control del apetito es muy complejo y no depende de una
sola sefal (Quian et al., 2002; Sohn, 2013).

El EAE incrementa el nivel del mensajero del NPY

Nosotros encontramos que el tratamiento de EAE provoca un incremento significativo
en la expresion del NPY tanto en animales sanos como diabéticos, lo que sugiere
que este antioxidante regula positivamente la expresion del mensajero de este

péptido hipotalamico.

De acuerdo con estos resultados, investigaciones recientes proponen que los
antioxidantes podrian tener efectos orexigénicos, al favorecer el incremento de
péptidos relacionados con la induccion del apetito; mientras que las EROs se
consideran como agentes anorécticos, dado que su incremento provoca la
disminucién de neuropéptidos asociados con la induccion de la ingesta de comida
(Diano et al., 2013; Drougard et al., 2015; Hsieh et al., 2006).

Los mecanismos exactos por los que las EROs y/o antioxidantes podrian estar
regulando la expresion del NPY y de otras moléculas involucradas en el control de la
ingesta de alimentos aun no estan bien definidos, sin embargo, se ha descrito que el
promotor del NPY contiene sitios de union putativos para factores de transcripcion
que pueden ser afectados por estrés oxidativo tales como AP-1, AP-2 y Spl
(Andersson et al., 1994; Konigsberg, 2008; Minth y Dixon, 1990; Morel y Barouki,
1999). Asimismo, también se ha reportado que en el promotor del NPY, hay un
elemento de respuesta para el factor de crecimiento nervioso (NGF, nerve growth
factor), el cual, también se activa tanto por estrés oxidante y antioxidantes, y a la vez
tiene un papel clave en la regulacion positiva del NPY (Li et al., 2000; Hounsom y
Tomslinson, 2000). Lo anterior nos sugiere que la modulacion de estrés oxidativo
podria ser un factor importante para la regulacion de la expresion del NPY (Tamas, et
al., 2008).
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Por otra parte, en reportes previos se asocia el aumento en el nivel de expresion del
NPY con hiperfagia y ganancia del PC; no obstante, en este estudio no se puede
realizar esta asociacion, ya que las ratas de los grupos control tratadas con el
antioxidante no mostraron aumento en su PC comparadas con el grupo control no
tratado. Los mecanismos exactos por los que el EAE puede controlar el PC, adn no
estan descritos con precision, pero diversas investigaciones ha reportado que el ajo
puede tener efecto anti-obesidad (Ambati., 2013; Soo et al., 2010; Soon et al., 2011;
Thomson et al., 2006).

Adicionalmente, el NPY ha sido considerado como un potente factor orexigénico, sin
embargo, no es el tunico neuropéptido hipotalamico involucrado en la regulacién de la
ingesta de alimentos. También se encuentra la proteina relacionada a Agouti (AgRP)
con efecto orexigénico; proopiomelanocortina (POMC) y transcrito relacionado a
cocaina y anfetaminas (CART) con efectos anorexigénicos. Se sugiere que las
neuronas que expresan a POMC son mas susceptibles a alteraciones durante la DM
ya sea por la hiperglucemia o por estrés oxidativo, por lo tanto, al haber alteraciones,
o falla en su respuesta, la hiperfagia se presenta (Drougard et al., 2014). Entonces, si
el EAE pudiera proteger a estas neuronas, posiblemente seria el mecanismo por el

gue las ratas no se vuelven hiperfagicas con el tratamiento y controlan su PC.

Por altimo, diversos estudios han mostrado el efecto neuroprotector de sustancias
con capacidad antioxidante, incluido el EAE; esto nos sugiere que el incremento en la
expresion del NPY por EAE encontrado en el presente estudio, podria asociarse mas
bien a neuroproteccién del animal diabético debido a que la uniéon del NPY a sus
receptores disminuye el influjo de calcio intracelular, y evita la liberacion de glutamato
(Ariza et al., 2011; Balasubramaniam, 2002; Ray et al., 2011).

Los datos aqui mostrados nos sugieren que el EAE, al ser una sustancia con
propiedades antioxidantes, puede estimular la expresion del ARNm del NPY. Si el
aumento del NPY por EAE puede repercutir de forma negativa o positiva en la salud
de ratas sanas o diabéticas, aun se desconoce, sin embargo, asi como se ha

relacionado con enfermedades del corazon, renales, gastrointestinales
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(Chandrasekharan et al., 2011; Ilhan et al., 2010; Marques et al., 2011; Matyal et al.,
2011; Milewikz et al., 2000; Satoh et al., 1999); también se ha demostrado su papel
neuroprotector en patologias como Parkinson, Alzheimer, depresion, epilepsia (Ariza
et al., 2011; Balasubramaniam, 2002; Malva et al., 2013). Por lo tanto, es necesario
evaluar otros neuropéptidos y hormonas implicadas en la regulaciéon del apetito para

determinar con precision el mecanismo de accion del ajo.

El nivel del mensajero de SOD2, CAT y GPx aumenta en hipotalamo de ratas

diabéticas, mientras que el nivel de EROs se mantiene sin cambios.

No encontramos cambios significativos en el nivel de EROs en el hipotalamo de ratas
diabéticas posiblemente porque las neuronas del hipotalamo expresan en mayor
cantidad las proteinas desacoplantes UCP2, las cuales actian como amortiguadores
de EROs, por lo cual se considera que tienen alta capacidad antioxidante. Ademas,
en modelos experimentales de DM2 se ha demostrado que hay incremento en la
expresion de las UCP2 (Andrews et al., 2008; Tamas et al., 2008). Esta condicion en
las neuronas de hipotalamo podria prevenir el incremento en las EROs en forma
excesiva, sin embargo, para comprobarlo sera necesario realizar mediciones de los
niveles de EROs en distintas regiones del cerebro diferentes del hipotalamo, o en
otros organos del animal diabético. Con los resultados obtenidos, no podriamos
definir que no existe estrés oxidativo en ratas diabéticas, debido a que en nuestro
grupo de trabajo hemos realizado evaluaciones del nivel de EROs en musculo de
ratas con DM, y se ha demostrado la presencia de niveles elevados de EROs en

diabéticas comparadas con ratas control (datos aln no reportados).

En lo que respecta a la expresion de las enzimas antioxidantes, encontramos un
aumento significativo de SOD2, CAT y GPx. Este resultado sugiere que las células
del hipotalamo estan respondiendo de forma adecuada a los dafios oxidantes
provocados por la hiperglucemia. La sobreexpresion de estas enzimas puede ser
producto de la activacion de sus factores de transcripcion sensibles a estrés oxidativo
tales como Spl, AP-1, Nrf2, NF1 (Konigsberg, 2008; Luna, 2007; Morel y Barouki,

1998), que son activados por niveles moderados de EROs.
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En efecto, el nivel de EROs en ratas diabéticas no es superior al encontrado en ratas
sanas y esto se asocia con el incremento en la expresion de las enzimas SOD2, CAT
y GPx.

De manera adicional, en el hipotalamo, las EROs pueden ser generadas mediante la
activacion de la NADPHox por la insulina (Jaillard et al., 2009), o en la cadena
transportadora de electrones durante la fosforilacion oxidativa, producto del
metabolismo de los nutrientes disponibles (Benani et al., 2007; Leloup et al., 2006).
Las ratas diabéticas inducidas con STZ, se caracterizan por ser deficientes en los
niveles de insulina, por lo tanto, esto se convierte en un factor que impide el
incremento de EROs en el hipotalamo de esas ratas (Jaillard et al., 2009), y al mismo

tiempo, se favorece al aumento en la expresion del NPY.

El EAE incrementa la expresion de enzimas antioxidantes y no altera el nivel de
EROs.

Las ratas diabéticas a las que se les aplico el tratamiento de EAE, mostraron
incremento en la expresion de SOD2, CAT y GPx (200 mg de EAE/ kg PC via i.p.),
sin disminucion en el nivel de EROs; mientras que en las ratas sanas observamos
aumento en el nivel del ARNm de SOD1, SOD2, CAT y GPx, junto con disminucion
de EROs. Lo anterior nos sugiere que el EAE tiene el potencial de inducir la
expresion de los mensajeros de enzimas antioxidantes, con lo cual se evita el
incremento en el nivel de EROs y por lo tanto se impide el establecimiento del estrés

oxidativo.

Diversos estudios sustentan que el incremento en las EROs estan directamente
relacionadas con la hiperglucemia (El-Bahr, 2013), y en nuestro estudio encontramos
que la administracion de 200 mg de EAE logro estabilizar los niveles de glucosa
sanguinea en ratas diabéticas, por lo cual se esperaria que al haber control de los
niveles de glucosa, haya también una disminucién en la cantidad de EROs. Sin
embargo, existe evidencia que indica que los efectos benéficos de los antioxidantes
no solamente se basa en la capacidad para neutralizar las EROs sino también, tiene

gue ver con su habilidad para mejorar la capacidad antioxidante endégeno, tal como
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se ve reflejado en el incremento en la expresion de las enzimas antioxidantes SOD?2,

CAT y GPx en el modelo diabético.

El incremento en la expresion de las enzimas antioxidantes por EAE podria ser
debido a que en sus promotores se encuentran los elementos de respuesta a
antioxidantes (ARE), que son activados principalmente por el factor de transcripcion
Nrf2, el cual es activado y/o estabilizado por EAE y la SAC, y de esta manera inducir
la expresion de las enzimas antioxidantes (Chen et al., 2004; Colin et. al., 2010;
Kalayarasan et al., 2008; Kohda et al., 2011).

El EAE tiene efecto anti-hiperglucemiante.

Finalmente, nuestro estudio reflejo que el EAE controla los niveles de glucosa
sanguinea (efecto anti-hiperglucemiante). Thomson y colaboradores (2006a y
2007b), sugieren que la capacidad del ajo para controlar los niveles de glucosa, se
debe a que la SAC puede estimular la liberacion de insulina desde las células (3
remanentes y/o aumento de la sensibilidad de esta hormona sobre sus tejidos blanco
(Eidi et al., 2005; Thomson et. al. 2006 y 2007).

Por otra parte, estudios realizados en nuestro grupo de trabajo, mostraron que el
EAE administrado via i.p. puede modificar la expresion de GLUT2 en higado, GLUT1
y GLUT4 en mdasculo, GLUT1, GLUT3 y GLUT4 en cerebro. Por lo cual
consideramos que la regulacion de la expresion de los transportadores de glucosa
puede ser uno de los mecanismos por los cuales el EAE tiene la capacidad de
controlar las concentraciones de glucosa sanguinea (Barragan y Rodriguez, 2013;

Blanco y Magallén, 2014; De la Cruz y Barrera, 2014).

Asimismo, en este estudio, la dosis ideal para controlar el nivel de glucosa fue de 200
mg por via i.p., a su vez, fue la Unica que nos permitid observar cambios en la
expresion de genes en hipotalamo, sugiriendo que dichos cambios en esta region
cerebral, también pueden tener relacion con la regulacion de las concentraciones de

glucosa sanguinea.
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No se observaron cambios importantes mediante la administracion de EAE por via
oral probablemente debido a procesos de absorcion y eliminacion durante su
ingestion, mientras que la dosis mas baja (100mg) aplicada por via i.p. pudiera ser
insuficiente para mejorar el estado diabético de las ratas a las que se les administro
STZ.

En conclusién, la dosis mas efectiva del EAE para inducir cambios en ratas
diabéticas y que pueden estar asociados con la mejoria de las mismas es la de 200
mg administrada por via i.p., ya que ejerce efecto anti-hiperglucemiante, existe una
tendencia a evitar mayor pérdida de peso; ademas es capaz de incrementar el
sistema de defensa antioxidante a nivel de ARNm en animales sanos y diabéticos, e
incrementa la expresion del NPY, sin asociacion a hiperfagia o aumento en el peso

corporal en ratas sanas.
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VIIl.  ANEXOS

ANEXO 1. Cambios en glucosa sanguinea y PC antes de administrar cualquier

tratamiento y después de inducir la DM.

A) Niveles de glucosa obtenidos después de inducir DM (%) Con STZ (Antes de
iniciar el tratamiento con EAE)
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Figura 6. Niveles de glucosa sanguinea después de la induccién de la DM con STZ. Se
muestran el cambio en los niveles de glucosa sanguinea en % (mediat+EE) en grupos control
y experimentales después de 7 dias de haber administrado la STZ (60 mg/kg de PC) a los
grupos de ratas diabéticas. C= Control; D=Diabéticas; C100 IP y D100 IP = 100 mg de
EAE/kg PC por IP; C200 IP, C200 OR, D200 IP y D200 OR = 200 mg de EAE/kg de PC, via
IP u OR; C300 OR y D300 OR = 300 mg de EAE/kg PC por via OR (p<0.05 *Diferente de
Control)
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B) Peso corporal obtenidos después de inducir DM (%) Con STZ (Antes de iniciar

el tratamiento con EAE)
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Figura 7. Cambios en el PC después de la induccién de la DM con STZ. Se muestran el
cambio en el peso corporal en % (mediazEE) en grupos control y experimentales después de
7 dias de haber administrado la STZ (60 mg/kg de PC) a los grupos de ratas diabéticas. C=
Control; D=Diabéticas; C100 IP y D100 IP = 100 mg de EAE/kg PC por IP; C200 IP, C200
OR, D200 IP y D200 OR = 200 mg de EAE/kg de PC, via IP u OR; C300 OR y D300 OR =
300 mg de EAE/kg PC por via OR (p<0.05 *Diferente de Control)
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ANEXO 2. Control positivo en la lectura del nivel de EROs con CellROX Green
mediante citometria de flujo.
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Figura 8. Control positivo con H,O- en la medicion del nivel de EROs en los grupos control y
experimentales. C= Control; D=Diabéticas; C100 IP y D100 IP = 100mg de EAE/kg PC por
via intraperitoneal (IP); C200 IP, C200 OR, D200IP y D200 OR = 200 mg de EAE/kg de PC
i.p. u oral (OR). C300 OR y D300 OR= 300 mg de EAE/kg PC por via OR (p<0.05 *Diferente
de Control)
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