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RESUMEN

Introduccion. La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad con una prevalencia
mundial elevada. Los modelos animales son de enorme utilidad para entender la
enfermedad y buscar de estrategias terapéuticas novedosas que eviten o atenden las
complicaciones que se presentan en la enfermedad. La hiperfagia diabética es una
conducta que impide un manejo adecuado del paciente diabético, el control de esta
conducta, podria ser reflejo de la mejoria del paciente.

Objetivo. Establecer un modelo de diabetes representativo que posea la mayoria de
las caracteristicas de la enfermedad; y evaluar si los antioxidantes pueden regular la
hiperfagia diabética y determinar si tiene relacion con el cambio en la expresion de
moléculas que regulan el apetito.

Materiales y métodos. Para obtener el modelo de DM, ratas Wistar de 2 dias de edad,
machos y hembras, recibieron estreptozotocina (STZ; 70 mg o 90 mg/kg) via i.p. Los
grupos de ratas con 70 mg/kg de STZ, tuvieron acceso a agua azucarada al 10 o 30
% durante 7 u 11 semanas. Para evaluar el efecto de los antioxidantes, se aplicaron
los siguientes tratamientos: metformina (Met; 100 mg/kg), extracto de ajo envejecido
(EAE; 200 mg/kg), resveratrol (Rsv; 2.25 mg/kg); y curcumina (Cur; 50 mg/kg) fueron
dados por via oral durante 28 dias en edad adulta*; y se incluyé un grupo con
alimentacion controlada (PF, pair feed). Se midi6 la glicemia, tolerancia a la insulina,
concentracion de insulina y leptina por ELISA en plasma. Se evalud la expresion de
neuropéptidos NPY y POMC en hipotdlamo por inmunofluorescencia, y se
cuantificaron los marcadores de estrés oxidante como glutatibn peroxidasa (GPx),
glutation S transferasa (GST), malondialdehido (MDA) y grupos carbonilo en plasma.

Resultados. Se generd un modelo de DM en ratas macho a los que se les administro
70 mg de STZ/kg y se les proporcion6 agua azucarada al 10 % durante 7 semanas.
Estos animales presentaron hiperglucemia en ayuno, hiperfagia, poca ganancia de
peso corporal, resistencia moderada a la insulina, bajos niveles de insulina, estrés
oxidante, aumento en la expresion de NPY y disminucion de POMC en el nucleo
arcuato del hipotalamo. En este modelo de DM se evalud el efecto de los tratamientos
con antioxidantes. Los tratamientos con Met y EAE indujeron actividad
antihiperglucemiante, mientras que el Rsv, Cur y PF generaron efecto
hipoglucemiante. La Cur atenud el estrés oxidante. Ningun tratamiento disminuyé la
hiperfagia diabética; sin embargo, el EAE y la Cur disminuyeron la expresion de NPY.

Conclusion. El modelo mas apropiado para estudiar la DM fue el grupo de ratas
macho a las que se les administré 70 mg de STZ/kg e ingirieron agua azucarada al 10
% durante 7 semanas, ya que presentaron la mayoria de las caracteristicas de la DM.
Los antioxidantes pueden controlar la glicemia, sin embargo, solo la Cur y el EAE
pueden regular la expresion de NPY sin afectar la conducta hiperfagica.



ABSTRACT

Introduction. Diabetes mellitus (DM) is a disease with a very high prevalence
worldwide. Animal models are very useful to understand the disease and to search for
new therapeutic strategies that avoid or attenuate the complications that occur in this
disease. Diabetic hyperphagia is a behavior related to inadequate control of the diabetic
patient, therefore its control, could reflect the improvement of the diabetic individual.

Objective. To establish a representative DM model that present most of the
characteristics of the disease; and to evaluate if antioxidants can regulate diabetic
hyperphagia and determine if this is related to the change in the expression of
molecules that regulate appetite.

Materials and methods. Male and female Wistar rats of 2-days-old, received
streptozotocin (STZ, 70 mg or 90 mg/kg) i.p. Groups of rats with 70 mg/kg of STZ, were
given a sucrose-sweetened beverage (SSB; sucrose at 10 or 30 %) during 7 or 11
weeks. The treatments: metformin (Met, 100 mg/kg), aged garlic extract (EAE, 200
mg/kg), resveratrol (Rsv, 2.25 mg/kg); and curcumin (Cur, 50 mg/kg) were given orally
for 28 days in adulthood of the rats *, and we included a controlled feeding group (PF).
The glycaemia, insulin tolerance, insulin and leptin concentration were measured by
ELISA in plasma; expression of NPY and POMC neuropeptides in the hypothalamus
were measured by immunofluorescence; oxidative stress markers such as glutathione
peroxidase activity (GPx) and glutathione S transferase (GST), in addition of
malondialdehyde (MDA) and carbonyl groups were determined in plasma.

Results. A diabetes model was generated in male rats with 70 mg of STZ/kg and SSB
10 % for 7 weeks. They showed fasting hyperglycemia. hyperphagia, poor body weight
gain, moderate insulin resistance, low insulin levels, moderate oxidative stress,
increased expression of NPY and decreased of POMC in the arcuate nucleus of the
hypothalamus. In this model of DM, the effect of the antioxidant treatments was
evaluated. The Met and EAE showed antihyperglycemic activity; Rsv, Cur and PF had
hypoglycemic effect. The Cur attenuated the oxidative stress. Any treatment decreased
the diabetic hyperphagia, however, EAE and Cur promoted the decrease of NPY
expression.

Conclusion. The most appropriate model to study DM was the group of male rats that
were given 70 mg of STZ/kg and SSB 10 % for 7 weeks because they presented most
of the characteristics of DM. Antioxidants can control glycaemia, however, only Cur and
EAE can regulate the expression of NPY without affect the hyperphagic behavior.



INTRODUCCION

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que representa un problema
mundial de salud publica. En el afio 2017 se calcul6 que 425 millones de personas
adultas tenian DM, y se prevé que esta cifra aumente a 629 millones para el afio 2045
(American Diabetes Association, ADA, 2017; International Diabetes Federation, IDF,
2017). Esta condicion es multifactorial y degenerativa, en la que se presenta
hiperglucemia crénica, causada por deficiencia parcial o total en la secrecion de
insulina por las células B del pancreas, o bien por defectos en su accidon sobre sus
tejidos blanco (resistencia a la insulina) (ADA, 2017; IDF, 2017).

Los sintomas caracteristicos de la enfermedad son fatiga, vision borrosa, sed
abundante (polidipsia), miccion frecuente (poliuria), y hambre constante (hiperfagia).
Esta dltima, es una conducta que surge como un mecanismo de compensacion ante
la carencia de glucosa en tejidos sensibles a insulina; es decir, la hiperfagia es
resultado del desequilibrio en la homeostasis energética. En efecto, la conducta
alimentaria es modulada como parte del mecanismo de regulacion sobre la
disponibilidad y homeostasis de nutrientes como la glucosa (Parker y Bloom, 2012).

Por lo tanto, su control podria reflejar la mejoria de un paciente diabético.

Regulacion de la conducta alimentaria: el hipotalamo como centro integrador de

sefiales que regulan el apetito

La conducta alimentaria es un proceso en el que participan sefiales orexigénicas
(inducen el apetito) y anorexigénicas (inhiben el apetito) (Valassi et al., 2008), que
provienen del sistema nervioso central (SNC) y de organos periféricos como el
estomago, tejido adiposo y pancreas. Estos interactian entre si para modular la
respuesta a la ingesta de nutrientes y mantener la homeostasis energética del
organismo de acuerdo a las necesidades del mismo (Grayson et al., 2013; Kim et al.,
2014; Mergenthaler et al., 2013; Wilson y Enriori, 2015).



El centro regulador de la conducta alimentaria en el SNC, es el hipotalamo, el
cual se localiza alrededor del tercer ventriculo (3V), abajo del tdlamo y encima de la
eminencia media cerebral (ME, media eminence), uno de los Organos
circunventriculares en los que la barrera hematoencefélica (BBB, Blood Brain Barrier)
estd ligeramente modificada con capilares semipermeables que permiten el
intercambio selectivo entre moléculas del flujo sanguineo y cerebroespinal con las
neuronas del hipotdlamo (Harriette, 2014). Esta region se divide en diversos nucleos,
entre los que destacan el nucleo arcuato (ARC), paraventricular (PVN), ventromedial
(VMH), dorsomedial (DMH) y area lateral (LH) (Arora y Anubhuti, 2006; Parker y Bloom,
2012; Williams 2001), y constantemente recibe informacién sobre el estado nutricional
y energético del organismo desde la periferia; esto le permite controlar la homeostasis

de la glucosa y el peso corporal (Parker y Bloom, 2012; Wilson y Enriori, 2015).

El ARC es considerado el nucleo principal para el control del apetito, su
localizacion cercana a la ME, le permite tener la posicidén ideal para recibir sefiales
provenientes de la periferia e integrarlas y de este modo, mantener la homeostasis
energética (Rodriguez et al., 2010). Las neuronas de este nucleo constituyen a las
“‘neuronas de primer orden”, y tienen proyecciones reciprocas con otros nucleos
hipotalamicos, donde se localizan las “neuronas de segundo orden”, entre éstos, se
incluyen los nucleos PVN, DMH, VMH y LH (Gehlert, 2004; Malva et al, 2012; Schwartz
et al., 2000).

Moléculas centrales y periféricas que regulan el apetito y saciedad en hipotalamo

El ARC contiene dos grupos de neuronas especializadas e interconectadas y
funcionalmente distintas con respecto a la induccién del apetito y saciedad debido a
gue expresan diferentes neuropéptidos. Se encuentran neuronas que coexpresan al
precursor de melanocortinas, proopiomelanocortina (POMC) y al transcrito regulado
por cocaina y anfetaminas (CART) (neuronasPOMC/CART) " ambos neuropéptidos con
accién anorexigénica; también se localizan las neuronas que coexpresan al
neuropéptido Y (NPY) y proteina relacionada a Agouti (AgRP) (neuronasNPY/ASRP) " con
efectos orexigénicos (Chang et al., 2005; Hahn et al., 1998; Kohno et al., 2012).



POMC, CART, NPY y AgRP son los principales neuropéptidos que promueven
saciedad o apetito. Su expresion y secrecion es inducida principalmente por sefiales
gue se producen fuera del SNC. En su mayoria son hormonas peptidicas como la
insulina y la leptina que tienen efectos anorexigénicos y la grelina con actividad

orexigénica (Kim et al., 2014).

La insulina es una hormona secretada por el pancreas, la union de insulina a
sus receptores (IR) en las neuronas del ARC, inicia cascadas de sefializacion que
activan la via del fosfatidilinositol-3-cinasa/proteina cinasa B (PI3K/Akt), estimula la
actividad neuronal de las neuronasPOMC/CART e inhibe la actividad de las
neuronasNPY/ASRP (Belgardt y Briining, 2010; Niswender et al., 2005; Schmidt y Hickey,
2009; Schwartz 2000).

La leptina es una hormona secretada por el tejido adiposo, cuando se une a sus
receptores (LepR), activa la via de la Janus Cinasa y el Transductor de Sefiales y
Activador de la Transcripcion (JAK-STAT) y PI3K/Akt y regula positivamente la
transcripcion de POMC en neuronasPOMC/CART (Belgardt y Briining, 2010; Morrison et
al., 2005; Schwartz et al., 2000; Xu et al., 2007).

Por otra parte, la grelina, hormona secretada en estbmago, es un ligando para
el receptor 1 secretagogo de la hormona del crecimiento (GHSR1, Growth hormone
secretagogue receptor), un receptor acoplado a proteinas G. Su cascada de
sefializacion estimula la actividad de la fosfolipasa C, aumenta los niveles de inositol-
1,4,5-trisfosfato (IP3) y Ca?* intracelulares (Kojima y Kangawa, 2005), estimulando
factores de transcripcion esenciales para la expresion de NPY y AgRP y promoviendo
el apetito (Chen et al., 2004; Diéguez et al., 2011; Kamegai et al., 2001; Shintani et al.,
2001; Wang et al., 2002).

Los neuropéptidos secretados por neuronas del ARC, actian sobre neuronas
de segundo orden que se encuentran ubicadas en otros nucleos hipotalamicos. NPY
ejerce su efecto orexigénico a través de la estimulacién de 2 receptores (Y1 y Ys), que
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas Gi/Go mediando la
inhibicion de adenilato ciclasa, descenso en los niveles de adenosin monosfosfato
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ciclico (AMPc) (Gericke et al., 2009; Arora y Anubhuti, 2006), y la activacion de la
proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK) (Gehlert, 2004; Malva et al, 2012).

POMC es un neuropéptido precursor de la hormona estimulante de a-
melanocitos (a-MSH) que ejerce efectos orexigénicos mediante la uniéon a sus
receptores MC3R y MC4R (Williams et al 2001; Belgardt y Brining, 2010; Schwartz et
al., 2000). AgRP es un péptido que actia como un antagonista para los receptores de
melanocortinas MC3R y MC4R bloqueando la unién de a-MSH a sus receptores (Kim
et al., 2000; Schwartz et al.,1997).

CART es un péptido escasamente estudiado y no se tiene informacion extensa
sobre sus receptores y de la via de sefializacion que induce. Sin embargo, cuando es
administrado via ICV (intracerebroventricular) es asociado con la estimulacion de Fos
en neuronas del PVN, ARC y DMN (Maletinska et al., 2007; Nagelova et al., 2014;
Vrang et al., 1999). Investigaciones recientes han demostrado que CART ejerce un
efecto anorexigénico u orexigénico dependiendo de su localizacion en los nucleos
especificos del hipotalamo. En ARC y PVN es capaz de inhibir el apetito, mientras que
en DMH y LH induce el consumo de alimentos (Hou, et al., 2010; Nagelova et al., 2014;
Yu et al., 2008).

Bajo condiciones fisiologicas normales después de consumir alimentos, tanto
las concentraciones altas de glucosa y acidos grasos como la insulina y la leptina, que
son secretadas en proporcién a los nutrientes antes mencionados, actian como
agentes anorexigénicos. La unién de estas hormonas a sus receptores en el ARC,
inducen el incremento en la expresion de los neuropéptidos POMC y CART vy
disminucién de los neuropéptidos NPY y AgRP generando saciedad. Mientras que en
periodos de ayuno, los nutrientes disponibles son bajos, asi como los niveles de
insulina y leptina, en tanto que los niveles de grelina (secretadas por el estbmago)
aumentan; tales sefiales inducen el incremento del NPY y AgRP vy la disminucién de
POMC y CART generando apetito (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la regulacion central y periférica de la conducta alimentaria.
(Modificado de Barsh y Schwartz, 2002)

Cambios en el nivel de expresion de moléculas reguladoras del apetito en DM

En modelos experimentales de DM inducidos con STZ, se ha evidenciado que
las neuronasNPY/A9RP se encuentran mas activas, mientras que las neuronasPOMC/CART
estan menos activas; en parte, debido a la deficiencia de insulina y leptina y al
incremento del nivel de grelina circulante (Dong et al., 2006; German et al., 2010; Havel
et al., 1998; Ishii et al., 2002; Leedom y Meehan, 1989; Mao et al., 2002; Obici et al.,
2002; Schwartz et al., 2000; Sindelar et al., 1999; Sipols et al., 1995; Woods et al.,
1979). En el hipotadlamo, el nivel de expresion de NPY y AgRP se encuentran
aumentados (Fu et al., 2002; Sindelar et al., 2002; Barragan-Bonilla, 2015), mientras
gque POMC y CART disminuyen (Kim et al., 1999; Havel et al., 2000). Todos estos
cambios contribuyen de manera importante para la persistencia de la hiperfagia

diabética.



Estrés oxidante en la fisiopatologia de la DM

Durante la DM se desarrollan complicaciones a largo plazo, acelerandose en
pacientes que no reciben el tratamiento oportuno y/o adecuado o0 que no evitan
algunos factores de riesgo, como la ingesta alta de carbohidratos, lo cual impide su
control glicémico (ADA, 2017; IDF, 2017).

Durante el metabolismo de la glucosa, normalmente se forman especies
reactivas de oxigeno (EROSs) en la mitocondria durante la fosforilacion oxidativa. Este
proceso ocurre en la cadena transportadora de electrones (CTE), que esta conformada
de 5 complejos enzimaticos (I, 11, 1ll, IV y V) localizados en la membrana interna de las
mitocondrias. NADH y FADH: (generados en el ciclo de los acidos tricarboxilicos-TCA)
ingresan a la CTE vy transfieren sus electrones en los diferentes complejos hasta el
ultimo aceptor, el oxigeno molecular (O2), reduciéndolo a H20. Sin embargo, del 1 - 4
% es reducido parcialmente a anidén superoxido (O2"); éste, bajo la accion de la
superéxido dismutasa (SOD) es convertido a peréxido de hidrégeno (H202) vy
posteriormente a H20 y O:z por la glutation peroxidasa (GPx) en mitocondria o por la
catalasa (CAT) en peroxisomas. Por lo tanto, durante un estado hiperglucémico, existe
glucosa disponible para que ocurra una mayor entrada de glucosa hacia la célula, lo
gue se exacerba la produccién de EROs que sobrepasa la capacidad del sistema de
defensa antioxidante, condicion conocida como “estrés oxidante” (Gutowski y
Kowalczyk, 2013; Nelson, 2005).

En los tejidos que constantemente internalizan glucosa (pancreas, retina, rifion
y cerebro) por tener moléculas transportadoras (GLUT) en la membrana de las células
gue no dependen de insulina, el establecimiento del estrés oxidante compromete de

manera importante la viabilidad celular (Niedowicz y Daleke, 2005).

El exceso de glucosa intracelular conlleva al aumento de la actividad de otras
rutas metabodlicas como la via de los polioles. En esta via, la enzima aldosa reductasa
convierte glucosa a sorbitol, utilizando como cofactor a NADPH, requerido para la
regeneracion del antioxidante GSH. Debido a la baja afinidad de la aldosa reductasa

por la glucosa, s6lo en condiciones de hiperglucemia esta activa y promueve la
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disminucibn de GSH reducido; de esta manera, provoca que las defensas
antioxidantes se reduzcan, favoreciendo de este modo la disminucién de la capacidad

para amortiguar la produccién de EROs (Prasad et al., 2014).

Aunado a lo anterior, se sabe que el Oz suprime la actividad de la
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), esto promueve a que el
metabolismo de la glucosa sea desviado a otras vias: la glucosa-6-fosfato entra a la
via de las pentosas; la fructosa-6-fosfato entra a la via de las hexosaminas; el
gliceraldehido-3-fosfato (G3P) puede ser convertido a diacilglicerol (DAG) y éste
activar a la proteina cinasa C (PKC); o bien, el G3P es convertido a metilglioxal, un
precursor de la formaciéon de productos finales de glicacion avanzada (AGES), los

cuales se unen a sus receptores (RAGE) (Figura 2) (Prasad et al., 2014).

PKC es una cinasa que permite la activacion de la NADPHox, una enzima que
produce O2. Asimismo, la union de los AGEs a sus receptores (RAGE) también activa
a la NADPHox, ademas de NF-kB, un factor de transcripcidon que promueve a la
expresion de una variedad de mediadiores pro-inflamatorios (Prasad et al., 2014;
Argaw et al., 2009).

Las EROs son moléculas que también actian como segundos mensajeros en
la transduccién de sefiales y activan numerosas vias de sefalizacion sensibles al
estrés como JNK, p38MAPK y PKC (Evans et al., 2002; Gutowski y Kowalczyk, 2013;
Niedowicz y Daleke, 2005; Trachootham et al., 2008), y de esta manera afectan la
expresion de genes cuyos factores de transcripcion responden a estrés, o alteran vias

de sefalizacion como la de la insulina (Bashan 2009).
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Figura 2. Esquema del metabolismo de la glucosa y el estrés oxidante
(Prassad et al., 2014)

Cuando hay una sobreproduccién de EROs, ademas de repercutir en vias de
sefializacion, pueden causar dafio macromolecular contribuyendo a modificaciones en
la estructura y funcién celular de lipidos, proteinas y ADN (Evans et al., 2002; Matough
et al., 2012; Yang et al., 2011) en diferentes érganos como el cerebro (Muriach et al.,
2014; Biessels y Gispen, 2005; Jing et al., 2013; Kuhad y Chopra, 2007; Kuhad et al.,
2008), favoreciendo el desarrollo de complicaciones a largo plazo (Niedowicz y Daleke,
2005; Yang et al., 2011; Matough et al., 2012).

Especies reactivas del oxigeno como moléculas reguladoras de la conducta

alimentaria

En relacién a la regulacién de la ingesta de alimentos, se ha descrito que el
incremento transitorio de EROs hipotalamicas puede tener efectos anorexigénicos,

mientras que su disminucion por agentes antioxidantes como honokiol, trolox, glutation
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o catalasa tiene efecto orexigénico (Diano et al., 2013; Hsieh et al., 2006 Benani et al.,
2007; Jaillard et al., 2006; Leloup et al., 2006).

Las EROs hipotalamicas pueden ser producidas en la mitocondria durante el
metabolismo de glucosa o lipidos (Benani et al., 2007; Jaillard et al., 2006; Leloup et
al., 2006) y también por la sefializacién de insulina o leptina mediante la activacion de
las NOX (Jaillard et al., 2009; Onoue et al., 2016; Storozhevykh et al., 2007). Por el
contrario, la grelina puede disminuir la produccion de EROs mediante la activacion de
las proteinas desacoplantes UCP2 (las cuales actuan como amortiguadores de EROS)
en neuronasNPY/ARP gin afectar la produccion de EROs en neuronasPOMC/CART (Diano
et al., 2012; 2013).

Sin embargo, los hallazgos mencionados anteriormente son controversiales
respecto al papel de las EROs en la regulacion de la ingesta de alimento. Se asume
gue el cerebro es uno de los 6rganos principalmente afectados por el estrés oxidante
enla DMy a pesar del incremento en la produccion de EROs, la hiperfagia se presenta.
Aun asi, debido a que la produccién de EROs durante la DM ocurre de forma crénica,
se considera que el desequilibrio generado entre oxidantes-antioxidantes en el
hipotalamo seria responsable de las alteraciones en la conducta alimentaria que
presentan los individuos diabéticos. Hasta el momento se desconoce el papel del
estrés oxidante sobre la expresién de los neuropéptidos, hormonas y nutrientes en el
cerebro. Sin embargo, se ha propuesto que la region principalmente afectada por DM
es el ARC, especificamente en las neuronasPOMC/CART  debido a que las
neuronasNPY/ASRP expresan en mayor proporcion a las UCP2 a diferencia de las
neuronasPOMC/CART vy |as hace menos susceptibles a dafio por estrés oxidante
(Andrews et al., 2008; Diano et al., 2013; Drougard et al., 2015; Horvath et al., 2008;
Purkayastha y Cai, 2013; Zorzano y Claret, 2015).

Dado que el hipotadlamo tiene un papel clave en el control de la homeostasis de
la glucosa, ademas de la regulacion de la ingesta de alimentos y otras funciones,

mantener su integridad resulta crucial para su funcionamiento correcto.
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Farmacos empleados en el tratamiento de la DM

El tratamiento de la DM se enfoca en mejorar el uso de la glucosa en los tejidos
para normalizar al maximo posible los niveles de glucemia sin afectar el estilo de vida
del paciente y como consecuencia, retrasar la aparicibn de las complicaciones
diabéticas (Florez et al., 1998). En combinacion con los tratamientos suministrados, se
recomienda adoptar una dieta saludable, realizar mayor actividad fisica y mantener un

peso corporal normal (IDF, 2017).
Metformina

La metformina es un farmaco oral ampliamente utilizado y suele ser de los
primeros en utilizarse para el tratamiento de la DM (ADA, 2017). Este farmaco
disminuye las concentraciones de glucosa mediante la inhibiciéon en la produccion de
glucosa hepética incrementa el consumo de glucosa por el masculo esquelético y
disminuye la absorciéon de glucosa por el sistema gastrointestinal. Los mecanismos
moleculares estan asociados con el incremento de la actividad de AMPK y resulta en
la estimulacion del consumo de glucosa por el tejido muscular debido a que se
promueve la expresion y translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4)
dependiente de insulina, ademas de inhibicion de la gluconeogénesis hepatica (Musi
et al., 2002; Zhou et al., 2001; Onken y Driscoll, 2010). Sin embargo, otros hallazgos
indican que el estrés oxidante puede afectar la expresion del transportador de glucosa
GLUT4 (Pessler et al.,, 2010), por lo que seria necesario considerar tratamientos

complementarios que inhiban el estrés oxidante.

Por otra parte, existen estudios in vitro e in vivo que demuestran que la
metformina podria tener efectos importantes a nivel cerebral, regulando el apetito y
suprimiendo la hiperfagia (Chau et al., 2007; Stevanovic et al., 2012) una caracteristica

gue le convierte en un farmaco con distintos beneficios.
Nutraceuticos en el tratamiento de la DM

A pesar de los avances que se tienen en la terapéutica para el control de la DM,
numerosos tratamientos van acompafados de efectos colaterales, como cuadros de
-12 -



hipoglucemia, problemas gastrointestinales, complicaciones cardiovasculares y déficit

de la memoria, entre otros (Cheng y Fantus, 2005).

Las sustancias nutraceuticas llaman la atencion por sus efectos pleiotropicos,
entre los que incluyen la disminucién del estrés oxidante y procesos inflamatorios en
distintas enfermedades crénicas (Bhanot y Shri, 2010). Actualmente se ha propuesto
que estos compuestos pueden ayudar al tratamiento de la DM y prevenir o disminuir
la progresion de las complicaciones diabéticas (Osawa y Kato, 2005; Verspohl, 2012),
ademas de que son considerados escasamente toxicos y con efectos secundarios

menores que los farmacos sintéticos (Kook et al., 2009; Khalaf y Whitford, 2010).

En estudios con animales diabéticos se ha visto que la suministracion de
agentes nutraceuticos disminuye la hiperfagia (Thomson et al., 2016); sin embargo, los
mecanismos no estan claros ni descritos, por lo que es necesario identificar el papel
de los nutraceuticos en la modulacion de la expresion y/o concentracion de moléculas

(tanto centrales como periféricas) implicadas en la regulacion del apetito.

El extracto de ajo envejecido (EAE), la curcumina (Cur) y el resveratrol (Rsv)
son sustancias que han sido ampliamente estudiados por sus propiedades
antioxidantes, neuroprotectoras, antidiabéticas, entre otras funciones (Barragan-
Bonilla, 2015; Jing et al., 2013; Kuhad y Chopra, 2007; Thomson et al., 2007).

Nuestro estudio pretende averiguar si la administracion de antioxidantes
exdgenos, como el EAE, la Cur y el Rsv modulan la expresion de moléculas (como
NPY, POMC, insulina y leptina) involucradas en la regulacion de la ingesta de
alimentos en hipotadlamo de ratas diabéticas, y a la vez, describir un mecanismo por el

cual ejercen estos efectos.
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CAPITULOI.

Combined administration of streptozotocin and sucrose

accelerates the appearance of type 2 diabetes symptoms in rats
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1. Introduction

Copyright © 2019 Martha Isela Barragin-Bonilla et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons
Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work
is properly cited.

Type 2 diabetes is a disease with a high global prevalence, characterized by chronic hyperglycemia, insulin resistance,
polyphagia, polydipsia, polyuria, and changes in body weight. Animal models have been very useful for the study of this
disease and to search for new therapeutic targets that delay, attenuate, or avoid diabetic complications. The purpose of this
work was to establish a model of type 2 diabetes and exhibit the majority of the characteristics of the disease. Two-day-
old male and female Wistar rats were treated once with streptozotocin (70 or 90 mg/kg body weight). After weaning, they
were given a sucrose-sweetened beverage (SSB; sucrose at 10 or 30%) during 7 or 11 weeks; their body weight and food
intake were measured daily. With the rats at 14 weeks of age, we determined the following: (a) fasting blood glucose, (b)
oral glucose tolerance, and (c) insulin tolerance. We found that the supplementation of sucrose at 10% for 7 weeks in
male rats which had previously been given streptozotocin (70 mg/kg) at neonatal stage leads to the appearance of the signs
and symptoms of the characteristic of type 2 diabetes in adulthood.

Despite that there are many animal models that allow the
study of some aspects of this disease, there is none, to our

Type 2 diabetes is a multifactorial and degenerative disease
characterized by chronic hyperglycemia and insulin resistance,
in addition to symptoms such as polyuria, polydipsia, and
polyphagia. Due to the magnitude of this problem worldwide
[1, 2], the implementation of representative animal models to
study this disease is relevant in order to improve treatments
and to attenuate or avoid diabetic complications [3, 4].

knowledge, that shows the majority of the features of type 2
diabetes [3, 4]. In some models, hyperglycemia is induced in
adult rats by the administration of streptozotocin (STZ); the
mechanism of action is through the selective destruction of
pancreatic 8 cells by oxidative stress. Consequently, this
decreases insulin in circulation, increases the blood glucose
level, and brings on the presence of severe symptoms [5-8].
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STZ has also been used in neonatal rats (nSTZ model) to
generate a similar model of type 2 diabetes. This animal
model generates partial damage to pancreatic § cells, due to
regeneration of these cells at neonatal age, which favors the
presence of glucose intolerance, insulin resistance, and insu-
lin deficiency in early adulthood [9-13]. In the literature, we
find widely employed protocols to induce diabetes through
the administration of STZ; the latter has been used at mild-
to-high doses (range, 70-150 mg/kg) at different postnatal
ages (2-5 days of age). This diversity of protocols reflects a
low efficiency for their use as study models of the disease.
In fact, it has been reported that there is no reproducibility
in the generation of alterations associated with type 2 diabe-
tes [10-23]. Therefore, it is important to establish a model of
type 2 diabetes that manifests the majority of the characteris-
tics of the disease.

On the other hand, it has been reported that high-fat and
high-carbohydrate diets, or supplementation with sweetened
beverages for a long time period, leads to the generation of a
model of insulin resistance and obesity. However, there is a
wide variety of protocols, in addition to the fact that special
solid diets are expensive and supplementation with sweet-
ened beverages is often used for excessively long time periods
[24-27].

In this context, the purpose of this study was to evaluate a
different model to study type 2 diabetes by using STZ—in 2
days old rats—in combination with sweetened beverages
(sucrose-sweetened beverage (SSB)) and to determinate if
that combination accelerates the establishment of type 2 dia-
betes symptoms in rats.

2. Materials and Methods

2.1. Animals. Two days old male (n = 70) and female (1 = 68)
Wistar rats were used, which were donated by the National
Institute of Neurology and Neurosurgery “Manuel Velasco
Sudrez” (INNN), Mexico City. During the study, the rats
were maintained under constant humidity (50-60%) and
temperature (21-25°C), with light and dark cycles of
12 h/12 h and free access to food (Harlan’s standard commer-
cial diet No. 2018S Teklad Global 18% Protein Rodent Diet)
and water. They were treated with the greatest possible
care to avoid pain and suffering, under the conditions
indicated in Mexican NOM-062-Z00-1999 (Technical
Specifications for the Production, Care and Use of Labora-
tory Animals) and the rules established by the Ethics
Commission of the INNN, Protocol 32/17 with document
No. CICUAL/SO/VI1/22617/028/2017.

2.2. Experimental Protocols. We included two experimental
protocols to induce alterations in glucose homeostasis: exper-
imental protocol A: a single dose of STZ (Cat. number S0130;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and experimental pro-
tocol B: a single dose of STZ with SSB:

(A) Wistar rats (two days old) were fasted for 8 h, while
being separated from their mothers; then, they
received either vehicle (25 ul of buffer 0.1 M sodium
citrate pH4.5) or a single dose of STZ (70 or

Journal of Diabetes Research

90mg/kg body weight) via intraperitoneal (ip.)
injection. For each experimental group, the rats
were randomly divided into three groups (Control,
Stz70, and Stz90). The rats were immediately
returned to their mothers and weaned at 21 days
of age (Figure 1)

(B

=

High-sugar diets are determinant for establishing
insulin resistance. For that reason, different groups
of rats were formed with and without the neonatal
administration of 70mg of STZ. After weaning,
the rats were supplemented with 10% or 30%
SSB during 7 or 11 weeks (standard commercial
sucrose according to the specifications of
NOMO051-SCFI/8SA1/2010) with the objective of
determining the adequate concentration of sucrose
and the time for it to be administered. The Con-
trol group received only vehicle of STZ (Figure 1)

Rats of both experimental protocols were organized ran-
domly into 11 study groups as follows: (a) Control group,
rats not exposed to either STZ or SSB (males 1 =9, females
n=9); (b) Stz70 group, animals treated with a single dose
of 70 mg of STZ (males n = 8, females n = 9); (c) S$tz90 group,
animals with a single dose of 90mg of STZ (males n=4,
females n = 2); (d) C+10% 7w group, control animals treated
with 10% SSB during 7 weeks (males n =6, females n = 6);
(e) C+10% 11w group, control animals treated with 10%
SSB during 11 weeks (males n =6, females n=6); (f) C
+30% 7w group, control animals treated with 30% SSB dur-
ing 7 weeks (males n =6, females n=6); (g) C+30% llw
group, control animals treated with 30% SSB during 11
weeks (males n = 6, females n = 7); (h) S$tz70+10% 7w group,
animals treated with a single dose of 70 mg of STZ and 10%
SSB during 7 weeks (males n =7, females n=6); (i) Stz70
+10% 11w group, animals treated with a single dose of
70mg of STZ and 10% SSB during 11 weeks (males n =6,
females n = 5); (j) $tz70+30% 7w group, animals treated with
a single dose of 70 mg of STZ and 30% SSB during 7 weeks
(males n = 6, females n = 6); and (k) Stz70+30% 11w group,
animals treated with a single dose of 70 mg of STZ and 30%
SSB during 11 weeks (males n =6, females n =6).

After weaning, the rats were placed in cages with four
rats per cage. At 5 weeks of age, the rats were sexed and
housed in cages with two animals each. Afterward, at 6
weeks of age, the rats were separated into individual boxes
and were handled periodically to habituate them to man-
agement during the monitoring of the parameters, allow-
ing us to measure parameters that would permit the
complete diagnosis of diabetes.

2.3. Evaluation of the Diabetic Condition. At 8 weeks of age,
body weight and food intake were measured daily for 6 weeks
to determine changes in body weight and polyphagia. At
weeks 10 and 14, the fasting blood glucose level was mea-
sured to determine whether the animals had hyperglycemia.
Additionally, at week 14, an oral glucose tolerance test
(GTT) and an insulin tolerance test (ITT) were performed
to assess alterations in glucose homeostasis and insulin sensi-
tivity, respectively (Figure 1).
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Figure 1: Experimental scheme of diabetes induction in Wistar rats. Two-day-old male and female rats were injected with STZ (70 or
90mg/kg) intraperitoneally (ip.). The rats were immediately returned to their mothers and weaned at 21 days of age. In addition, rat
groups with and without 70 mg of STZ/kg body weight were supplemented with SSB (standard commercial sucrose) at 10% or 30% for
either 7 or 11 weeks after weaning. The Control group was included that was not exposed to STZ nor to SSB. Body weight and food intake
were monitored daily for 6 weeks (when the rats were 8-14 weeks of age), and fasting blood glucose was measured at weeks 10 and 14 of
age. Afterward, the insulin tolerance test (ITT) and glucose tolerance test (GTT) were performed at week 14.

2.4. Measurement of Body Weight and Food Intake. Body
weight was measured on an analytical scale with a basket
added for this purpose. To measure food intake daily, pellets
of food were previously weighed and placed in the cages at
8:00 am; after 24 h, pellets were removed and weighed again.
The result was adjusted to the body weight (g of food/100g
body weight per day).

2.5. Measurement of Fasting Blood Glucese Levels, GTT, and
ITT. The blood glucose concentration was evaluated with
an 8 h fast. The OneTouch® UltraTM diagnostic kit was used,
following the manufacturer’s instructions. For the GTT, the
animals were given glucose (2 g/kg body weight) orally [15],
and for the ITT, they were injected with insulin (0.51U/kg
body weight) i.p. Then, glucose concentrations were moni-
tored at 30, 60, and 120 min after the administration of glu-
cose or insulin. Rats with fasting glucose = 200 mg/dl were
considered hyperglycemic, and the GTT was not performed
on these animals.

The I'TT was employed to determinate insulin resistance,
which is quite a simple, fast, reproducible, and inexpensive
assay, and previous research has validated and compared it
with other tests that have a greater acceptance to determine
insulin resistance, like mathematical model HOMA-IR and
euglycemic hyperinsulinemic clamp, and have shown a pos-
itive correlation [28, 29].

2.6. Data Analysis. Data are expressed as the median and
interquartile range (IQR, p25-p75). Normality of data was
evaluated by the Shapiro-Wilk test. Data of the GTT and
ITT are represented in percentages, considering the initial
glucose value as 100%. The area under the curve (AUC)
was calculated using the trapezoidal rule. The variation
between more than two groups was measured by the
Kruskal-Wallis test followed by the Dunn Multiple Compar-
ison Test. The analysis was performed using the GraphPad

Prism ver. 5.0 statistical software. The statistical significance
was considered with a value of p < 0.05.

3. Results

3.1. Effects of the Administration of STZ at Neonatal Age on
Survival and Glucose Tolerance. We injected 90 mg of STZ
into 42 male and 38 female rats and found that this dose
induced high mortality (90.5 and 94.7%, respectively) during
the first days after STZ administration. In contrast, 39 male
and 37 female rats were injected with 70 mg of STZ, and a
high percentage of animals of this group survived, with 84.6
and 86.5%, respectively (data not shown).

The rats from the Stz90 group, which survived and
reached adulthood (14 weeks-of-age), had a fasting blood
glucose level close to (female rats) or greater than 200 mg/dl
(male rats) (both p <0.05 vs. the Control groups). In con-
trast, animals from the Stz70 group showed a fasting glucose
level near that of the Control group (Table 1).

To confirm alterations in glucose tolerance in rats that
received neonatal STZ and had fasting glycemia of
<200 mg/dl (i.e., male and female rats from the Stz70 group
and females from the $tz90 group), the GTT was performed
and the AUC was calculated. After 30, 60, and 120 min of the
administration of glucose via oral, the blood glucose level in
both groups of male and female rats was higher than that of
the Control group (p < 0.001). In addition, the AUC of both
groups formed by males (Stz70: AUC =796.2) and females
(Stz70: AUC = 822.4; Stz90: AUC =1,165) was higher than
the AUC of the Control group (p < 0.05; AUC of male con-
trol: 505.4, AUC of female control: 547.5; Table 2). The data
showed the presence of glucose intolerance in these groups.

3.2. Effects of the Administration of STZ at Neonatal Age on
Insulin Sensitivity. An ITT was performed to determine
whether the administration of STZ affects the body’s effi-
ciency in response to exogenous insulin. For this purpose,
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TaBLE 1: Fasting blood glucose (mg/dl) of rats at 10 and 14 weeks of age of experimental protocol A. The data shown are of the Control (males
n=9, n females n=9), $tz70 (males n = 8, females 1 = 9), and Stz90 (males n = 4, females n = 2) groups. Values are expressed as the median
and interquartile range (IQR) (p25-p75). The Kruskal-Wallis test was used for testing the statistical significance between groups of data, in
addition to a posthoc Dunn Multiple Comparison Test (Control, Stz70, and Stz90). The asterisk denotes that the data are significantly
different from the Control group (*p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001), and the plus sign denotes that the data are significantly

different from the $tz70 group (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001).

Male Female
10" week 14™ week 10" week 14™ week
Control 97 106.5 93 96.5

(91.3-116.8) (94.5-119.5) (92-118) (89.5-105)

$tz70 129.5 131 131.5 138.5%*
“ (120.3-144.8) (107-248) (106.5-153.5) (113-206)

$t290 164.5 278.5%+ " 190.5% * 190 *
(119-224) (228.3-395.5) (151.3-276.3) (174.3-247)

insulin was administered i.p., and we measured blood glucose
levels after 30, 60, and 120 min. We found that there was a
diminished response to insulin only after 30 min in male rats
from the S$tz70 group and in male and female rats from the
S§tz90 group in comparison with the Control group (glucose
level approximately 8, 19, and 50% higher than that of the
Control group at 30 min, respectively; p < 0.05). These data
indicate a low response to insulin. However, according to
the AUC of different groups comprising males and females,
it did not exhibit any change in comparison with the Control
group; therefore, these data, taken together, demonstrate a
mild resistance to insulin (Table 2).

3.3. Administration of 90 mg of STZ at Neonatal Age Altered
Body Weight and Induced Polyphagia. To identify the pres-
ence of the symptoms of diabetes as changes in body weight
and polyphagia, we measured body weight and food intake
daily for 6 weeks (8-14 weeks of age). During that period,
male and female rats from the Control group had a body
weight gain of 152 and 78 g, respectively, Male and female
rats from the 5tz70 group demonstrated a similar body
weight gain to that of the Control group (150.5 and 68.1g,
respectively). In contrast, in the $tz90 groups formed by male
and female rats, a lower body weight gain was found (a
difference of approximately 30-50g vs. the Control group;
P <0.05) (Table 5).

In relation to food intake, male and female rats from the
Control group had a food intake of 6.9 and 7.7g/100g of
body weight, respectively. We observed that there was a sig-
nificant increase in daily food intake in males and females
of the $tz90 group (12.2 and 13.2g/100g of body weight,
respectively, p < 0.0001, compared with the Control group).
In contrast, male and female rats from the Stz70 group did
not show any changes in food intake in comparison with
the Control group (Table 5).

3.4. Effects of the Supplementation of SSB on Fasting Blood
Glucose and Glucose Tolerance in Rats with Previous
Inoculation of STZ at Neonatal Age. Considering that the
administration of 70 mg of STZ promotes alterations in glu-
cose homeostasis without affecting its concentration in terms
of fasting state, body weight, or food intake, this dose was

selected and combined with SSB (10% or 30% sucrose for 7
or 11 weeks; Figure 1).

Control rats that were given SSB at different concentra-
tions and duration times (C+10% 7w, C+10% 11w, C+30%
7w, and C+30% 11w) showed their fasting blood glucose level
in a range similar to that of the Control group regardless of
sex. In contrast, rats with 70 mg of $TZ and $SB exhibited
an increase in the blood glucose level in all groups of both
sexes (Stz70+10% 7w, Stz70+10% 11w, Stz70+30% 7w, and
Stz70+30% 11w; p <0.05 vs. Control). However, only the
Stz70+10% 7w group revealed an increase in glucose of
>200 mg/dl in male rats (Table 3).

The GTT was carried out to evaluate the effect of SSB on
glucose tolerance in rats with a previous administration of
neonatal STZ that had a fasting glycemia of <200 mg/dlL
The data from the AUC showed that 30% SSB for 7 weeks
generated glucose intolerance in male rats (p <0.05; AUC
= C+30% 7w: 650.4 vs. Control: 505.4). In contrast, groups
made up of females did not show changes in the blood glu-
cose level in response to oral glucose load with respect to
the Control group (Table 4).

On the other hand, with supplementation of 10% or 30%
SSB at either 7 or 11 weeks after weaning, male rats treated
with neonatal STZ showed higher glucose intolerance
(AUC = Stz70+10% 7w: 722.1, Stz70+10% 11w: 737.8, Stz70
+30% 7w: 984.6, and Stz+30% 11w: 876.8) than control ani-
mals (AUC=505.4; p<0.05) (Table 4). In the same way,
female rats with neonatal STZ and supplemented with SSB
during different periods, as expected, presented higher glu-
cose intolerance than that of the Control group
(AUC = 5tz70+10% 7w: 630, Stz70+10% 11lw: 708.3, Stz70
+30% 7w: 859, and Stz70+30% 11w: 1.081; p < 0.05 vs. Con-
trol: 547.5) (Table 4).

3.5. Effects of Supplementation of SSB on Insulin Resistance in
Rats with Previous Inoculation of STZ at Neonatal Age. In
relation to the evaluation of insulin resistance through
the ITT, we found that, in male rats, insulin sensitivity
was significantly diminished after 30 min postinsulin in
male rats from the C+10% 7w, C+30% 7w, and §tz70
+10% 7w groups (glucose level approximately 30% higher
than that of the Control group after 30 min, respectively;
p<0.05). This data indicated a low response to insulin
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TaBLE 3: Fasting blood glucose (mg/dl) in rats 10 and 14 weeks of age of experimental protocol B. The data shown are of the Control (males
n =9, females n =9), C+10% 7w (males n = 6, females n = 6), C+10% 11w (males n = 6, females n = 6), C+30% 7w (males n = 6, females n = 6),
C+30% 11w (males n =6, females n =7), Stz70 (males n =8, females n =9), Stz70+10% 7w (males n =7, females n =6), Stz70+10% 11w
(males n =6, females n=5), Stz70+30% 7w (males n =6, females n =6), and Stz70+30% 11w (males n = 6, females n =6) groups. Values
are expressed as the median and interquartile range (IQR) (p25-p75). Variation between more than two groups was measured by the
Kruskal-Wallis test followed by the Dunn Multiple Comparison Test. The asterisk denotes that the data are significantly different from the
Control group (*p <0.05, “*p <0.01, and ***p < 0.001), and the plus sign denotes that the data are signiﬁcantly different from the Stz70

group ("p <0.05, “*p < 0.01, and *p < 0.001).

Male Female
10" week 14" week 10" week 14" week
comeol 97 1065 93 9.5
(91.25-116.8) (94.5-119.5) (92-118) (89.5-105)
110 111 103 113
CH10% 7w ©91-121) (98.5-130.5) (99-107.5) (1048-118.5)
110 124 105.5 109.5
C+10% 11w (99-161) (107.3-131.8) (98-118) (100.3-114.3)
995 9.5 105 100
C30% 7w (94.7-108) (84.7-109) (94.5-111) (94.2-104.3)
111.3 104 117 115
C+30% 11w (98.7-129.8) (94-111.8) (98.5-125) (94.7-124.5)
Stz70 129.5 131 131.5 138.5% %
(120.3-144.8) (107-248) (106.5-153.5) (113-206)
. 125 277 % 145.5 190 %
Stz70+10% 7w (99.7-165.3) (150.8-361.3) (1385151) (159.3-223.3)
137.5 186.5# 125.5 172.5% %
§tz70+10% Llw (113-186.3) (171.8-295.3) (122-129) (139-206)
1195 157 138 160.5% 5%
St70+30% 7w (99.7-126.5) (136-226.8) (1165155) (140.8-183.8)
108 154 110 173.8% %
Stz70430% 11w (99-131) (120.3-208.5) (83-125.5) (156.8-202.4)

in these groups. However, data from AUC showed a lower
response only in the C+10% 11w and C+30% 7w groups
(AUC=341.4 and 3755, respectively, vs. 288.7 of the
Control group; p <0.05, Table 4).

In contrast, female rats with neonatal STZ plus 10 or 30%
SSB administered for 7 weeks revealed an increase in insulin
sensitivity (AUC = 184.4 and 199.6, respectively, vs, 315.9 in
the Control group; p < 0.05) (Table 4). The remainder of the
groups formed by female rats showed a similar response to
insulin to that of the Control group (Table 4).

3.6. Effects of Supplementation of SSB on Body Weight and
Polyphagia in Rats with Previous Inoculation of STZ at
Neonatal Age. Supplementation with 10 or 30% SSB either
for 7 or for 11 weeks in males without neonatal STZ pro-
moted a higher body weight gain of approximately 30g in
comparison with the Control group (p <0.05 vs. Control).
On the other hand, in males with STZ plus 10% SSB during
7 or 11 weeks, a lower body weight gain was favored (a differ-
ence was found of 50-60g vs. Control; p < 0.05). In groups
made up of females, there were no changes in body weight
gain (Table 5).

Regarding food intake, we observed that there was an
increase in daily food intake in males of the Stz70+30%
7w and Stz+10% 7w groups (9.3 and 12.3/100g body
weight, respectively; p <0.05 vs. 6.9/100g body weight of

the Control group). In contrast, the groups of male and
female rats with and without neonatal STZ that were sup-
plemented with 10 or 30% SSB permanently (11 weeks)
exhibited a decrease in daily food intake compared with
the Control group (p <0.05) (Table 5).

4, Discussion

In our research, we found that 90mg of STZ induced the
majority of the characteristics of diabetes (hyperglycemia,
low body weight gain, and polyphagia) in both males and
females; in fact, this dose is widely used [9, 15, 25, 30, 31].
However, its implementation in this research is difficult
as a study model due to that it promotes high mortality
in animals.

On the other hand, we demonstrated that 70 mg of STZ
only generates glucose intolerance, without affecting body
weight gain or food intake. Its lower effect could be due to
the damage generated to pancreatic {3 cells dependent on the
concentration of STZ [9, 12]. It will be determinant to evaluate
the damage level in pancreatic /8 cells in both models.

As part of the establishment of a type 2 diabetes model, a
single dose of 70 mg of STZ was selected to be employed in
combination with SSB (10 or 30%) during either 7 or 11
weeks. This is due to the fact that the injection of this dose
only induces glucose intolerance, without affecting body
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TaBLE 5: Body weight gain (g in body weight) and food intake daily (g of food/100 g of body weight). The data shown are of the rats of
experimental protocols A and B. Body weight and food intake were monitored daily for 6 weeks (8-4 weeks of age). Values are expressed
as the median and interquartile range (IQR) (p25-p75). Variation between more than two groups was measured by the Kruskal-Wallis test
followed by the Dunn Multiple Comparison Test. The asterisk denotes that the data are significantly different from the Control group
(*p<0.05,**p<0.01,and “**p < 0.001), and the plus sign denotes that the data are significantly different from the Stz70 group (*p < 0.05,

"p<0.01,and ***p <0.001).

Male Female Male Female
_— 152.6 782 6.9 7.7
(138.7-170) (66.1-85) (6.5-7.4) (7.1-8.4)
i 150.5 68.1 7.6 8
(122.2-166.4) (56.3-77.7) (6.8-8.9) (7.3-10.3)
$tz90 99,9 %" 51% 122 %%+ 1325 %%
(743-121.5) (36.1-65.9) (11.3-12.9) (11.8-14.1)
178.6 62.6 6.9 7.2
CHIO%7w (137.8-190) (62-77.8) (65-7.1) (6.4-7.6)
182.6% * 933 4.6% % % 4.5% %%
CH10% 11w (179-201.8) (79.5-95.1) (4.1-4.9) (3.8-5)
177+ 66.6 69 7.7
Cra0R 7w (160.5-202.8) (50.5-74.1) (6.1-7.6) (5.9-8.8)
165.7 83.1 455%% 384xk
G0N 1w (128.9-185.3) (708-113.6) (4-4.7) (3.3-5.7)
106.8 % * 72:3 123555 7.8
SEI0£10%i7W (90.6-131.7) (62.6-108.7) (11.3-13.5) (6.5-9.3)
89.9x%x"" 88.8 4.6%x1" 55%xxtt
SE7010%. 1% (56.6-97.9) (78.2-105.3) (4.1-5.4) (4.4-5.6)
1454 674 9.5% 7.3+
SE70+30% 7w (141.8-150) (66.9-87.3) (6.6-10.7) (6.7-8)
130.9 83.6+ e i 425x"""
Sta70+0% Ll (102-170) (74.4-92.9) (3.8-4.4) (3.8-4.9)

weight or food intake. Additionally, we included control
groups with SSB (10 or 30%) during either 7 or 11 weeks in
order to discard those alterations in glucose homeostasis gen-
erated solely by SSB.

In our study, we found that supplementation with SSB
in male and female rats without the administration of STZ
did not affect the fasting blood glucose levels neither the
normal response to the administration of glucose in
GTT. Despite the fact that previous reports have demon-
strated that only SSB or a high-carbohydrate diet during
a chronic period leads to impairment to glucose homeo-
stasis and obesity [24-27] in our study, supplementation
with SSB was not a sufficient factor to generate alterations
in glucose homeostasis, because SSB was given for a
shorter time (7 or 11 weeks) in comparison with other
studies. It is probable that the organism can compensate
for the high sucrose intake through beverages by promoting
greater synthesis and the release of insulin from pancreatic
B cells. Therefore, it is possible that hyperinsulinemia is
responsible for avoiding an abnormal response in the GTT.
Actually, it has been described that an increased metabolic
demand induces an increase of 8 cell’s function or f3 cell mass
expansion to compensate for the condition. 8 cell mass
expansion can be due to the self-duplication of preexisting
B cells or to the transdifferentiation of pancreatic « cells
[32, 33]. In future studies, it will be necessary to measure

the concentration of insulin and to identify the 8 cell mass
expansion that would permit us to explain this finding
with precision.

In the case of rats with STZ plus SSB at different concen-
trations and times, we found that SSB stimulated an increase
in baseline blood glucose concentration and a low response
to glucose administered in the GTT. The mechanism of
action of STZ administered at the neonatal age is to induce
partial damage to the pancreatic f3 cells, thus generating alter-
ations in glucose homeostasis and the symptomatology of
diabetes in a gradual manner in adulthood. This means that
pancreatic f3 cells will still be able to produce insulin in
response to high blood glucose levels (e.g., after eating food)
[9-13]. In this manner, by constantly stimulating the produc-
tion of insulin through a moderate intake of sucrose in a bev-
erage, it could promote the development of greater damage to
the pancreatic f3 cells. Due to partial damage of pancreatic 8
cells at the neonatal age, the capacity of expansion of f cells
can be limited in these rats, resulting in a failure to compen-
sate for increased metabolic needs [34]. This event, therefore,
could promote the establishment of fasting hyperglycemia in
rats with STZ and SSB.

Interestingly, fasting hyperglycemia is more pronounced
in groups with STZ plus SSB at low concentrations and short
time periods (i.e., 10% of sucrose for 7 weeks). This effect
could be explained as due to an effect of the compensation
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of the organism, meaning that, when rats are supplemented
with a higher concentration of sucrose (30%) and at a pro-
longed time (11 weeks), there is an adaptation of the func-
tional f3 cell mass to promote greater production of insulin
by the pancreatic 8 cells, preventing with this the early estab-
lishment of the symptoms of diabetes [9-13]. Thus, it is
thought that with low concentrations of sucrose during a
short time period, the adaptation stage of the organism does
not occur; thus, the damage generated in the f3 cells becomes
more evident in earlier stages with hyperglycemia and the
symptoms of diabetes [34].

In relation to insulin resistance, a key characteristic of
type 2 diabetes mellitus, previous reports have shown that
the administration of neonatal STZ induces insulin resistance
[14, 17, 18]. In this study, the injection of 70 mg of STZ in
male and female rats or 90mg of STZ in female rats leads
to a mild response to exogenous insulin. Likewise, male con-
trol rats that were given 10 or 30% SSB for 7 weeks and male
rats that received 10% SSB during the same period with a pre-
vious injection of STZ showed mild insulin resistance. Insu-
lin intolerance appears to be greater than in rats with only
an injection of STZ. This could be due to the fact that in addi-
tion to neonatal STZ, the sucrose has been reported as a fac-
tor that promotes insulin resistance [24, 27]. However, it is
necessary to determine whether this low insulin response is
due to the poor density of insulin receptors on tissues, defects
in its signaling pathway, or the oxidative damage of exoge-
nous insulin [35, 36].

In contrast, in groups formed by females, supplementa-
tion with SSB do not change insulin tolerance. This condition
could be due to the fact that the animals utilized in this study
were young adults and, at this stage, the high estrogen levels
in females act as a protective factor against the development
of diabetes [37, 38], thus avoiding the appearance of hyper-
glycemia and the rest of the characteristic diabetic symptoms
in females.

Otherwise, we observed that a prolonged intake of SSB
(11 weeks) led to a decrease in food intake in all groups of
both sexes; this can be because chronic exposure to a moder-
ate or high concentration of sucrose might promote satiety. It
is probable that the constant consumption of sucrose
through drinking stimulates hypothalamic signals of satiety,
which would explain the low consumption of solid food.
Although there is no clinical evidence to support this
assumption, it is possible that the free glucose obtained by
the degradation of sucrose is responsible for inducing satiety.
Glucose in high concentrations may promote satiety signals
in the hypothalamus [39].

Rats that were injected with STZ and supplemented with
10% SSB for a moderate period (7 weeks) exhibited polypha-
gia. This can be explained that, by means of the compensa-
tion mechanism described previously, the capacity of
expansion of 3 cells can be limited in these rats due to the
partial damage of pancreatic 8 cells that was generated at
neonatal age. Therefore, this results in a failure to compen-
sate increased metabolic needs [34].

In addition, we found that the consumption of SSB gave
rise to an increase in body weight gain in male rats, but not
in female rats. Previous studies have reported that high-
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carbohydrate diets lead to body weight gain [26, 40]. This is
due to the fact that the excess of carbohydrates in the diet is
stored in adipose tissue in the form of triglycerides, leading
to an increase in the body mass of the individual. To support
this, some studies have demonstrated an association between
sucrose intake and triglycerides [41].

Contrariwise, male and female rats that were injected
with 90 mg of STZ and male rats that received 10% SSB for
7 or 11 weeks in addition to the STZ had a lower body weight
gain. Considering that these rats had hyperglycemia, the low
body weight gain in diabetes is explained as due to the inabil-
ity of the cells to use glucose as the main source of energy.
Thus, it degrades fatty acids and proteins to maintain the
vital functions of the organism [5-7].

In summary, in this research, the following two different
and important models were generated in Wistar rats that
might be useful in research on diabetes: (a) male and female
rats with neonatal STZ (70 mg/kg) have mild insulin resis-
tance and glucose intolerance, and (b) male rats with neona-
tal STZ plus 10% SSB for 7 weeks developed hyperglycemia,
mild insulin resistance, low body weight gain, and polypha-
gia; therefore, we considered the latter model as a model that
is more similar to type 2 diabetes. In addition, we can repro-
duce a diabetes model with 90 mg/kg of STZ; however, we
emphasize that its use in research can be difficult because this
dose induces high mortality. The use of each of the two
models will depend on the purpose of the study.

In general, these models have the advantage of being
inexpensive due to the fact that the STZ is administered at
neonatal age; therefore, the amount of this drug employed
is minimal compared to when it is used in adult age rats.
On the other hand, the use of sweetened beverages with com-
mercial sugar for a short time is cheaper than the use of spe-
cial solid food (high-fat and high-carbohydrate diets).
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Resumen

Introduccion. El neuropéptido Y (NPY) y proopiomelanocortina (POMC) son neuropéptidos
expresados en el nucleo arcuato (Arc) del hipotalamo, y juegan un papel clave en el control de
la ingesta de alimentos, estimulando el apetito o saciedad respectivamente. Arc es una region
que integra sefiales metabolicas y hormonales desde la periferia como insulina y leptina, y de
esta manera regula la homeostasis de la glucosa. En modelos animales diabéticos, la hiperfagia
estad asociada principalmente al incremento en la expresion de NPY y disminucion de POMC en
el Arc. En la diabetes, la conducta hiperfagica contribuye a un control glucémico inadecuado,
pero los tratamientos con antioxidantes pueden atenuar alteraciones como ésta. Sin embargo, se
desconoce si el efecto de los antioxidantes estd asociado a cambios en la expresion de NPY y
POMC en el Arc.

Objetivo. Evaluar el efecto de antioxidantes como extracto de ajo envejecido (EAE), resveratrol
(Rsv) y curcumina (Cur) sobre la hiperfagia diabética y determinar si esta relacionado a cambios
en la expresion de moléculas que regulan el apetito y marcadores de estrés oxidante en
circulacion.

Materiales y métodos. Ratas macho de la cepa Wistar de 2 dias de edad fueron inyectados con
estreptozotocina (70 mg/kg), después del destete, se les proporciond agua azucarada al 10 %
durante 4 semanas. A la 10* semana de edad, la diabetes fue confirmada y se administraron los
tratamientos: metformina (MET; 100 mg/kg), extracto de ajo envejecido (EAE; 200 mg/kg),
resveratrol (Rsv; 2.25 mg/kg); y curcumina (Cur; 50 mg/kg) por via oral durante 28 dias; se
incluyd un grupo con alimentacion controlada (PF, pair feed). EI consumo de comida y peso
corporal fueron medidos diariamente. La glicemia, tolerancia a la insulina, concentracion de
insulina, leptina, y marcadores de estrés oxidante [actividad enzimatica de glutation peroxidasa
(GPx) y glutation S transferasa (GST); malondialdehido (MDA) y grupos carbonilo] en plasma
fueron evaluados al final de los tratamientos. Asi mismo, las ratas fueron perfundidas
transcardiacamente para obtener el cerebro y detectar NPY y POMC en el Arc mediante
inmunofluorescencia.

Resultados. Los animales diabéticos presentaron hiperglucemia en ayuno, hiperfagia, ganancia
de peso corporal escasa, resistencia moderada a la insulina, niveles bajos de insulina, estrés
oxidante moderado, aumento en la expresion de NPY y disminucion de POMC en el Arc. La
Met y EAE mostraron actividad antihiperglucemiante; Rsv, Cur y PF tuvieron efecto
hipoglucemiante. Sélo la Cur logré atenuar el estrés oxidante. Por otra parte, ningin tratamiento
disminuyo la hiperfagia diabética, a pesar de que el EAE y la Cur promovieron la disminucién
de la expresion de NPY.

Conclusion. Los antioxidantes pueden modular la glicemia, sin embargo, solo la Cur y el EAE
pueden regular la expresion de NPY sin afectar la conducta hiperfagica. Se sugiere que un
tratamiento crénico con EAE o Cur podria atenuar la hiperfagia diabética en ratas y
probablemente estar relacionado a cambios en la expresion de NPY y POMC en el Arc.
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Abstract

Introduction. Neuropeptide Y (NPY) and proopiomelanocortin (POMC) are neuropeptides
expressed in the arcuate nucleus (Arc) of hypothalamus and play a key role in the control of
food intake behavior by stimulating appetite or satiety, respectively. Arc is an area that integrates
metabolic and hormonal signals from the blood circulation such as insulin and leptin, and thus
it regulates the glucose homeostasis. In diabetic models the hyperphagia is associated with
increased NPY and decreased POMC expression level in Arc, mainly. It is known that
hyperphagic behavior contributes to poor glycemic control. On the other hand, in diabetes the
treatments with antioxidants can attenuate or improve several alterations including diabetic
hyperphagia, however, it is not known if that effect is associated to changes in NPY and POMC
expression levels in Arc.

Objective. To evaluate the effect of antioxidants such as aged garlic extract (AGE), resveratrol
(Rsv) and curcumin (Cur) on diabetic hyperphagia and to determine if this is related to changes
in in the expression of molecules that regulate appetite, and markers of oxidative stress in blood
circulation.

Materials and methods. Male Wistar rats two-days-old, were injected with streptozotocin (70
mg/kg bw), after weaning, they were supplemented with 10 % sucrose-sweetened-beverage for
4 weeks. At 10 weeks-of-age, diabetes was confirmed, and we administered the treatments:
metformin [Met (100 mg/kg)], aged garlic extract [AGE (200 mg/kg)], resveratrol [Rsv (2.25
mg/kg)] and curcumin [Cur (50 mg/kg)] for 28 days orally; we included a pair feed group (PF).
Food intake and body weight was measured daily. Blood glucose, insulin tolerance, insulin and
leptin concentration; oxidative stress markers [glutathione peroxidase (GPx) and glutathione S
tranferase (GST) enzymatic activity, malondialdehyde (MDA) and carbonyl groups] were
evaluated at the end of the treatments. Likewise, the rats were transcardiacally perfunded to
obtain brain and detect NPY and POMC in Arc by immunofluorescence.

Results. Diabetic rats had fasting hyperglycemia, hyperphagia, low body weight gain, moderate
insulin resistance, low insulin levels, moderate oxidative stress, increased expression of NPY
and decreased of POMC in Arc. Met and AGE showed antihyperglycemic activity; Rsv, Cur
and PF had hypoglycemic effect. Only the Cur attenuated the oxidative stress. On the other
hand, any treatment induced a decrease in diabetic hyperphagia, however, EAE and Cur
promoted the decrease of NPY expression.

Conclusion. Antioxidants can control glycaemia, however, only curcumin and AGE can
regulate NPY expression without to affect in hyperphagic behavior. We suggest that a chronic
treatment with Cur o AGE could attenuate diabetic hyperphagia in rats and probably it will be
related to changes in NPY and POMC expression in Arc.
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Introduccion

La conducta alimentaria es un proceso regulado a nivel central en el hipotdlamo, el cual también
tiene un papel clave en la homeostasis de la glucosa. Se divide en diferentes nicleos como el
arcuato (ARC), el paraventricular (PVN), el ventromedial (VMH), el dorsometrial (DMH), area
lateral (LHA) y el nucleo supradptico (SON) (1-4).

Las proyecciones neuronales desde el ARC hacia las demés &reas del hipotalamo son relevantes
para la generaciéon de una respuesta a los requerimientos energéticos del organismo. En esta
region, se localizan neuropéptidos con acciones anorexigénicas [proopiomelanocortina
(POMC)] vy orexigenicas [neuropéptido Y (NPY)], cuya expresién esta regulada por sefiales
periféricas hormonales (insulina y leptina con efecto anorexigénico, grelina con actividad

orexigénica) o nutrientes (glucosa y acidos grasos) (3,4).

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica que representa un problema grave de
salud publica; se caracteriza por hiperglucemia, ademas de alteraciones en las moléculas que
regulan la ingesta de alimentos y que estan relacionadas directamente con la presencia de
hiperfagia (5-9).

En modelos experimentales de DM se han podido evidenciar cambios en la expresion de los
neuropéptidos y en la concentracion de hormonas que participan en este proceso, tales como
disminucion en la expresion de POMC, aumento de NPY, resistencia y/o disminucion en la
concentracion de insulina y leptina (8-17).

Por otra parte, en la DM se presenta estrés oxidante, condicién caracterizada por
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y disminucion en la capacidad del
sistema de defensa antioxidante (18-20). Se considera que el estrés oxidante afecta la regulacion
del apetito a pesar de que bajo condiciones fisiologicas normales, las EROs pueden tener efectos
anorexigénicos (21-24). De manera exacta, se desconoce coOmo el estrés oxidante promueve la
persistencia de la hiperfagia, pero se propone que la regién hipotalamica afectada
principalmente por DM es el ARC. Especificamente a las neuronas que expresan POMC, debido

a que las neuronas que expresan NPY tienen en mayor proporcion proteinas desacoplantes
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UCP2, las cuales actian como amortiguadores en la produccién de EROs y son menos

susceptibles a dafo por estrés oxidante (25, 26).

Dado que el hipotalamo tiene un papel importante en el control de la homeostasis de la glucosa,
ademas de la regulacion de la ingesta de alimentos y otras funciones, mantener su integridad
resulta crucial para su correcto funcionamiento. Por lo tanto, conocer las alteraciones en la
conducta alimentaria provocadas por cambios en el estado rédox del hipotalamo es

indispensable.

Los antioxidantes tienen un papel neuroprotector a una variedad de condiciones
neurodegenerativas experimentales, incluyendo alteraciones neuronales que son producto de la
DM y que estan asociadas con el estrés oxidante. El extracto de ajo envejecido (EAE), el
resveratrol (Rsv) y la curcumina (Cur) han sido ampliamente estudiados por sus propiedades
antioxidantes y neuroprotectoras (27-32). Por ello, este estudio pretende averiguar si
antioxidantes exdgenos, ademas de controlar la glucemia, pueden modular la expresion de
moléculas centrales y periféricas involucradas en la regulacion de la ingesta de alimentos en
hipotdlamo de ratas diabéticas, y a la vez, describir un mecanismo por el cual ejercen estos

efectos.
Materiales y métodos

Animales. Ratas macho de la cepa Wistar de 2 dias de edad, (las ratas destinadas al apareamiento
fueron donadas por el Bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia INNN
“Manuel Velasco Suéarez”). Estuvieron alojadas en el Bioterio de la Universidad Auténoma de
Guerrero (UAGro) y tuvieron acceso libre a alimento (Dieta comercial estdndar de PURINA
Rodent Lab Chow 5001) y agua, durante su estudio se mantuvieron a condiciones constantes de
temperatura, humedad y ciclos de 12h luz y 12h oscuridad. Las ratas fueron cuidadas bajo las
especificaciones que indica la NOM-062-Z00-1999 y las reglas establecidas por la comision
de ética del INNN. Aprobacion del proyecto: Protocolo 32/17 con No. de oficio:
CICUAL/SO/V1/22617/028/2017 (Anexo 1).
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Induccién de DM.

La DM fue inducida como previamente se describe por Barragan-Bonilla, et al., 2019 (33).
Brevemente, las ratas de 2 dias de edad fueron dejadas en ayuno durante 8 h y se les administro
STZ (de SIGMA-AIldrich; No. Cat. S0130) via i.p. [70 mg/kg de peso corporal (PC)] recien
preparada, en 25 pl de buffer de citrato de sodio pH 4.5. Fueron destetadas hasta los 21 dias de
edad y se les proporcioné agua azucarada al 10 % (AzUcar comercial estandar elaborada de
acuerdo con las especificaciones de la NOMO051 SCFI/SSA1/2010) durante 4 semanas. A la 72
semana de edad las ratas fueron separadas en cajas individuales para su adaptacion, y a partir de
la 82 semana, se realizaron pruebas para determinar la presencia de DM. Aquellos animales que

presentaron hiperglucemia en ayuno e hiperfagia fueron incluidos en el estudio.

Grupos experimentales y programa de tratamiento. Las ratas fueron clasificadas en 7 grupos de
estudio de manera aleatoria: 1) Ratas control (C); 2) Ratas diabéticas (D); 3) Ratas diabéticas
tratadas con Metformina (100 mg/kg; D+Met); 4) Ratas diabéticas tratadas con EAE (200
mg/kg; D+EAE); 5) Ratas diabéticas tratadas con Curcumina (50 mg/kg; D+Cur); 6) Ratas
diabéticas tratadas con Resveratrol (2.25 mg/kg; D+Rsv) y; 7) Ratas diabéticas con alimentacion

controlada [Pair-feed (D+PF)]. Cada grupo estuvo conformado por al menos 6 ratas.

Medicion del consumo de alimentos: Se coloco alimento (previamente medido) a las 8:00 am, y
después de 24 h, el alimento fue retirado y medido nuevamente. La cantidad de comida que
consumieron en 24 h se calculé mediante una diferencia, y el resultado fue ajustado al PC (g/100

g de peso corporal/dia).

Medicion de glucosa en ayuno y curva de tolerancia a la insulina (CTI): La concentracion de
glucosa sanguinea fue evaluada en las ratas de 10 semanas de edad con ayuno de 8 h. Se utilizo
un kit de diagnéstico OneTouch® Ultra™, tomando en cuenta las instrucciones de los
fabricantes. Posteriormente se les administré insulina (0.5 Ul/kg i.p.), y se monitorearon las

concentraciones de glucosa a los 30, 60 y 120 min posteriores a la administracion de insulina.

Medicion de concentracién de insulina y leptina. Las muestras sanguineas fueron obtenidas
después de 28 dias de tratamiento, al momento del sacrificio de las ratas con previo ayuno de 8
h mediante puncion cardiaca. La concentracion de insulina y leptina fue medida usando Kits de
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ELISA (Insulina No. de Cat. RAB0904 de SIGMA-Aldrich; Leptina No. de Cat. RD191001100

de BioVendor) de acuerdo con el protocolo de los fabricantes.

Actividad de glutation peroxidasa (GSH-Px). Las muestras fueron incubadas en una solucion
redox (50 mM buffer de fosfatos pH 7.0, 1 mM EDTA, 1 mM azida de sodio, 0.2 mM NADPH,
1 U/ml glutatién reductasa y 1 mM glutation reducido) y se incub6 durante 5 minutos a 37°C.
La reaccion se inici6 agregando 0.25 mM H20.. Se emple0 el coeficiente de absorcion milimolar
del NADPH a 340 nm (6.22x106) para cuantificar la actividad. Los resultados se ajustan por mg
de proteina y se expresan como U/mg de proteina, donde U=pmoles de NADPH

oxidado/minuto.

Actividad de glutation S transferasa (GST). Las muestras fueron incubadas con 100 mM 1-
cloro-2,4-dinitroclorobenceno (CDNB) y GSH reducido 100 mM como sustratos en 0.1M buffer
de fosfato de potasio pH 6.5 a 30°C. La reaccion catalizada por GST, forma un conjugado cuya

absorbancia fue evaluada a 340 nm

Concentracion de Malondialdehido. La peroxidacion lipidica fue estimada midiendo
malondialdehido (MDA) plasmatico, las determinaciones colorimétricas de MDA usaron 1-
metil-2-fenilindol en un ensayo basado en HCI y los valores fueron calculados a partir de una

curva estandar usando 1,1,3,3 tetrametoxipropano (34).

Concentracion de grupos carbonilos. El dafio a proteinas fue evaluado por el contenido de
grupos carbonilos, el cual fue determinado mediante la derivatizacion de 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). Las muestras de plasma fueron incubadas en presencia de 10
mM/l de DNPH en la oscuridad a temperatura ambiente durante 1 h. Las proteinas fueron
precipitadas con acido tricloroacético al 5 % y 2.5 % (peso/volumen) y centrifugadas a 3500
rpm por 10 min. Los pellets fueron lavados con etanol/acetato de etilo (1:1; volumen/volumen)
y resuspendidos en 6 M/I hidrocloruro de guanina a 37°C por 10 min. El nivel de proteinas
carboniladas fue cuantificado por espectrofotometria a 370 nm usando un coeficiente de

extincién de 22,000 M tcm™.

Sacrificio y obtencion del cerebro. Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico (65
mg/kg i.p.) (Cheminova) y posteriormente perfundidas transcardiacamente con heparina diluida
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en buffer de fosfatos 0.1 pH 7.4 frio, seguido de paraformaldehido (PFA) al 4 % frio (de SIGMA
Aldrich; No. de Cat. P6148). Los cerebros fueron extraidos, post-fijados en PFA al 4 %, y
deshidratados en buffer con sacarosa al 15 %y al 30 % a 4°C. Posteriormente, fueron congelados
en una solucion que contiene polietilenglicol (Tissue-Tek O.C.T. Compound de SAKURA; No.
de Cat. 4583) y fueron cortados en secciones coronales de 35 um en un criostato (Leica) y

almacenados en una solucidn crioprotectora -20°C hasta su uso (34).

Deteccion de NPY y POMC por inmunofluorescencia. Las secciones de tejido fueron lavadas
con buffer PBS 0.1M pH 7.4m, posteriormente se afiadio una solucion de bloqueo (BSA al 5 %,
suero de normal de cabra al 2 % y Triton al 0.3 %). Los anticuerpos primarios fueron dejados
durante toda la noche a 4°C (anti-NPY Rabbit monoclonal, No. de Cat. 11976 de Cell Signaling;
anti-POMC Mouse monoclonal, No. de Cat. ab73092 de Abcam). Los anticuerpos secundarios
fueron incubados en las muestras durante 2 h (Donkey anti-Mouse 1gG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 No. de Cat. A10037; Goat anti-Rabbit IgG
(H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 568 No. de Cat. A-11034 de
Invitrogen). Luego se montaron en DABCO Y las fotomicrografias fueron capturadas con una

camara digital AxioCam (Carl Zeiss), montada sobre un microscopio Zeiss (AxioVision).

Analisis de datos. Los datos fueron expresados como media + EE. La variacién entre grupos fue
medida por un analisis de varianza de una via o de dos vias (ANOVA) seguida por la prueba de
Bonferroni. El analisis estadistico se realizard usando el Software Graphad Prism v5.0. La

significancia estadistica fue considerada cuando el valor de p<0.05.
Resultados
Efecto de los antioxidantes sobre la glicemia en animales diabéticos

La administracion de STZ (70 mg/kg) al 2° dia de edad de las ratas y la ingesta de agua azucarada
al 10% durante un mes, promovio un incremento en la concentracion de glucosa sanguinea en
ayuno superior a 200 mg/dl cuando los animales alcanzaron la edad adulta (Datos no mostrados).
En la figura 1, se muestran los cambios en la concentracion de glucosa sanguinea después de
los tratamientos administrados durante 28 dias por via oral. La concentracion de glucosa
sanguinea en el grupo DM tuvo un incremento de 58 mg/dl en comparacion con el grupo Control
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(p<0.05). La administracion de Met y EAE evitaron el aumento en la glicemia, mientras que el
tratamiento con Rsv, Cur y la alimentacion controlada provocaron una disminucién en la

glicemia de 10, 31 y 101 mg/dl respectivamente en comparacion con el grupo DM (p<0.05).
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Figura 1. Efecto de los antioxidantes sobre el nivel de glucosa sanguinea en ratas diabéticas. Se
muestra el cambio en los niveles de glucosa sanguinea (mg/dl) en grupos control y experimentales
(diabéticas inducidas con 70 mg de STZ por kg de PC al 2° dia de edad y consumo de agua azucarada al
10 % durante 4 semanas) después de 28 dias de tratamiento con metformina (DM+Met), EAE
(DM+EAE), Rsv (DM+Rsv), curcumina (DM+Cur) o alimentacion controlada (DM+PF). Los datos son
representados como mediaxEE. Para calcular la significancia estadistica se empled una prueba de
varianza de una via (ANOVA) seguido de Bonferoni. *p <0.05 vs control y °p <0.05 vs DM).

Efecto de los antioxidantes sobre la ingesta de alimentos

Para demostrar si los antioxidantes regulan el consumo de alimentos, se monitore6 la cantidad
de comida consumida diariamente, se calcul6 el promedio y fue ajustado al peso corporal de las
ratas. Los animales del grupo control consumieron en promedio 7 g de comida por cada 100 g
de peso corporal por dia, mientras que los animales diabéticos sin tratamiento y con Met, EAE
y Rsv consumieron 11 g/100 g PC/dia, es decir, 4 gramos mas que el grupo control (p<0.05 vs
Control); y el grupo diabético tratado con Cur consumio 10 g en promedio (p<0.05 vs Control)
(Figura 2).

Estos resultados indican que los tratamientos son incapaces de regular la hiperfagia diabética a
pesar de que la Cur muestra una tendencia a controlar esa condicion, sin cambios

estadisticamente significativos en comparacién con el grupo diabético.
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Figura 2. Efecto de los antioxidantes sobre el consumo de alimentos. Se muestra el consumo de
alimentos diario ajustado al peso corporal (g/100g de peso corporal/dia) en grupos control y
experimentales (diabéticas inducidas con 70 mg de STZ por kg de PC al 2° dia de edad y consumo de
agua azucarada al 10 % durante 4 semanas) después de 28 dias de tratamiento con metformina
(DM+Met), EAE (DM+EAE), Rsv (DM+Rsv), curcumina (DM+Cur) o alimentacién controlada
(DM+PF). Los datos son representados como mediatEE. Para calcular la significancia estadistica se
emple6 una prueba de varianza de una via (ANOVA) seguido de Bonferroni. *p <0.05 vs control y °p
<0.05 vs DM).

Efecto de los antioxidantes sobre el peso corporal

Para determinar el efecto de los antioxidantes sobre el peso corporal de los animales diabéticos,
este parametro fue monitoreado diariamente y se calcul6 el promedio del peso corporal de las
ultimas dos semanas del esquema de los tratamientos. En la figura 3, se muestra que los grupos
diabéticos tuvieron un peso corporal menor en comparacion con el grupo control (p<0.05).

Ningun tratamiento indujo el aumento en el peso corporal.
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Figura 3. Efecto de los antioxidantes sobre el peso corporal (g). Se muestran los cambios en el peso
corporal (g) de grupos control y experimentales (diabéticas inducidas con 70 mg de STZ por kg de PC
al 2° dia de edad y consumo de agua azucarada al 10 % durante 4 semanas) después de 28 dias de
tratamiento con metformina (DM+Met), EAE (DM+EAE), Rsv (DM+Rsv), curcumina (DM+Cur) o
alimentacion controlada (DM+PF). Los datos son representados como mediatEE. Para calcular la
significancia estadistica se emple6 una prueba de varianza de una via (ANOVA) seguido de Bonferroni.
*p <0.05 vs control y °p <0.05 vs DM).

Efecto de los antioxidantes sobre marcadores de estrés oxidante en plasma de animales

diabéticos

Con el fin de evaluar el estrés oxidante en el organismo de animales diabéticos y determinar el
efecto de los antioxidantes, se midieron marcadores de estrés oxidante en plasma de los grupos
de estudio. Las enzimas GPx y GST fueron utilizadas para conocer la capacidad del sistema
enddgeno de defensa antioxidante, mientras que el MDA y los grupos carbonilos fueron
empleados como marcadores de dafio a lipidos y proteinas, respectivamente.

Con relacion a las enzimas antioxidantes endégenas como GPx y GST (Figura 4A y 4B), el
grupo DM mostré una disminucién significativa de la actividad de GPx y de GST (p<0.05 vs
Control). Los tratamientos con Met o Cur reestablecieron la actividad enzimatica de GPx
(p<0.05 vs DM); mientras que en el caso de GST, so6lo la Cur o alimentacion controlada
muestran una tendencia a aumentar la actividad de esta enzima sin cambios estadisticamente

significativos.

Respecto a los marcadores de dafio oxidante, en el grupo DM se observd que el nivel de MDA
incrementd significativamente (p<0.05 vs Control), mientras que el nivel de grupos carbonilos

mostraron una tendencia a aumentar en comparacion con el grupo Control. Los tratamientos con
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Met y Cur disminuyeron de manera importante la concentracion de MDA en comparacién con

el grupo DM sin tratamiento (p<0.05 vs DM) (Figura 4C y 4D).
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Figura 4. Efecto de los antioxidantes sobre marcadores de estrés oxidante en muestras. Se muestran
los valores obtenidos de cada uno de los marcadores de estrés oxidante (actividad enzimética de GPx y
GST, nivel de MDA vy proteinas carboniladas) determinados en plasma de grupos control y
experimentales en grupos control y experimentales (diabéticas inducidas con 70 mg de STZ por kg de
PC al 2° dia de edad y consumo de agua azucarada al 10 % durante 4 semanas) después de 28 dias de
tratamiento con metformina (DM+Met), EAE (DM+EAE), Rsv (DM+Rsv), curcumina (DM+Cur) o
alimentacion controlada (DM+PF). Los datos son representados como mediatEE. Para calcular la
significancia estadistica se emple6 una prueba de varianza de una via (ANOVA) seguido de Bonferroni.
*p <0.05 vs control y °p <0.05 vs DM).

Efecto de los antioxidantes sobre la sensibilidad a la insulina y sobre la concentracién de

insulina y leptina plasmatica de animales diabéticos.

Con el fin de demostrar si los antioxidantes tienen efecto sobre hormonas circulantes que regulan
la saciedad como insulina y leptina, se evaluo la sensibilidad a la insulina exdgena en funcién
de los cambios de glucosa en un tiempo de 2 h. También se midid el nivel de insulina y leptina

en plasma de los diferentes grupos de estudio después de 28 dias de tratamiento.
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En relacién a la tolerancia a la insulina (Figura 5), observamos que el grupo de animales
diabéticos tuvieron una respuesta disminuida a la insulina administrada de manera exogena.
Observamos que cualquiera de los tratamientos mejord la sensibilidad a la insulina en

comparacion con el grupo diabético (p<0.05 vs DM).
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Figura 5. Efecto de los antioxidantes sobre la sensibilidad a la insulina. Se muestran los cambios en
la concentracion de glucosa en funcidn del tiempo, después de administrar insulina [0 min (0.5 Ul/kg)]
via i.p. en grupos control y experimentales (diabéticas inducidas con 70 mg de STZ por kg de peso
corporal al 2° dia de edad y consumo de agua azucarada al 10 % durante 4 semanas) después de 28 dias
de tratamiento con metformina (DM+Met), EAE (DM+EAE), Rsv (DM+Rsv), curcumina (DM+Cur) o
alimentacion controlada (DM+PF). El nivel de glucosa inicial fue ajustado al 100% y los datos son
presentados como media+EE. Para calcular la significancia estadistica se emple6 una prueba de varianza
de dos vias (ANOVA) seguido de Bonferroni. *p <0.05 vs control y °p <0.05 vs DM)

Con respecto a la concentracién de insulina, encontramos que en el grupo de animales diabéticos
(grupo DM), el nivel de esta hormona disminuyé significativamente hasta en un 60 % en
comparacion con el grupo control (p<0.05 vs Control). Los grupos de animales diabéticos
tratados con Met, Cur o con alimentacion controlada, no mostraron cambios en la concentracion
de insulina plasméatica en comparacion con los animales diabéticos; sin embargo, con los
tratamientos de EAE y Rsv se observo una tendencia a incrementar la concentracion de insulina

(Figura 6A)

Al evaluar el efecto de los tratamientos sobre la concentracion de leptina (Figura 6B),

observamos que en el grupo DM hay una tendencia a incrementar sin cambios estadisticamente
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significativos. En los grupos tratados con Met, Rsv o Cur se encontré una concentracién de
leptina cercana al grupo control. En contraste, el tratamiento con EAE o la alimentacion
controlada, produjeron una disminucion del 30 % en la concentracion de leptina plasmatica con

respecto al grupo DM (p<0.05).
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Figura 6. Efecto de los antioxidantes sobre la concentraciéon de insulina y leptina plasmatica de
grupos control y experimentales (diabéticas inducidas con 70 mg de STZ por kg de PC al 2° dia de edad
y consumo de agua azucarada al 10 % durante 4 semanas) después de 28 dias de tratamiento con
metformina (DM+Met), EAE (DM+EAE), Rsv (DM+Rsv), curcumina (DM+Cur) o alimentacion
controlada (DM+PF). Los datos son representados como mediazEE. Para calcular la significancia
estadistica se emple6 una prueba de varianza de una via (ANOVA) seguido de Bonferroni. *p <0.05 vs
control y °p <0.05 vs DM).

Efecto de los antioxidantes sobre la expresion de NPY y POMC en el nucleo arcuato del

hipotalamo de animales diabéticos.

Con el fin de demostrar cambios en la expresién de neuropéptidos centrales en el nicleo arcuato
del hipotalamo de animales diabéticos en respuesta a los tratamientos con los antioxidantes, se
midio la expresion del NPY y POMC mediante inmunofluorescencia en secciones de cerebro

de las ratas de los diferentes grupos de estudio.

En el grupo de animales diabéticos, observamos un aumento en la expresion del NPY y la
disminucion de POMC (p<0.05, vs grupo Control) (Figura 7 y 8). Los grupos con tratamiento
de Met, Rsv o alimentacion controlada, mostraron un nivel aumentado del NPY (p<0.05, vs

grupo Control), similar al grupo diabético. Por el contrario, la administracion de EAE y de Cur,
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provocaron una disminucién significativa en la expresion de este neuropéptido (p<0.05 vs grupo
D). Con relacion a la expresion de POMC, encontramos que ningun tratamiento modifico la

expresion de éste, sin embargo, los grupos tratados con Met o Cur muestran una tendencia a

restaurar el nivel de expresion de POMC, similar que en el grupo control (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Expresion de NPY en el ARC de animales diabéticos. A) Se muestran las fotomicrografias
de NPY (1:2000) en el nacleo arcuato hipotalamo, como anticuerpo secundario se emple6é Alexa anti-
rabbit 568 (1:500). Las muestras corresponden a secciones de hipotalamo de los distintos grupos de
estudio (Control = grupo control; DM = grupo diabético; DM+Met=grupo diabético con tratamiento de
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metformina; DM+EAE = grupo diabético con tratamiento de extracto de ajo envejecido; DM+Rsv =
grupo diabético con tratamiento de resveratrol; DM+Cur = grupo diabético con tratamiento de Cur;
DM+PF = grupo diabético con alimentacién controlada). B) Analisis densitométrico de la intensidad de
fluorescencia para NPY en los distintos grupos de estudio, se utiliz6 el software de AxioVision Rel2.
Los datos son representados como mediatEE. Para calcular la significancia estadistica se emple6 una
prueba de varianza de una via (ANOVA) seguido de Bonferroni. *p <0.05 vs control y °p <0.05 vs DM).
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DM+EAE
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POMC (Densidad integrada)

)
&

A) Se muestran las fotomicrografias de POMC (1:400) en el nGcleo arcuato hipotdlamo, como anticuerpo
secundario se empled Alexa anti-mouse 488 (1:500). Las muestras corresponden a secciones de
hipotdlamo de los distintos grupos de estudio (Control = grupo control; DM = grupo diabético;
DM+Met=grupo diabético con tratamiento de metformina; DM+EAE = grupo diabético con tratamiento
de extracto de ajo envejecido; DM+Rsv = grupo diabético con tratamiento de resveratrol; DM+Cur =
grupo diabético con tratamiento de Cur; DM+PF = grupo diabético con alimentacion controlada). B)
Analisis densitométrico de la intensidad de fluorescencia para NPY en los distintos grupos de estudio,
se utilizo el software de AxioVision Rel2. Los datos son representados como media+EE. Para calcular
la significancia estadistica se empled una prueba de varianza de una via (ANOVA) seguido de
Bonferroni. *p <0.05 vs control y °p <0.05 vs DM).
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Discusién

El modelo de diabetes mellitus empleado en esta investigacion (2nSTZ 70mg + Agua azucarada
al 10 %) presentd hiperglucemia cronica, un estrés oxidante en circulacién (actividad enzimatica
disminuida de GPx y GST, y aumento en el nivel de MDA), hiperfagia, sensibilidad disminuida
a la insulina, concentracion baja de insulina y elevada de leptina en plasma, asi como expresién

aumentada de NPY y disminuida de POMC en el ndcleo arcuato del hipotalamo.

La hiperglucemia croénica es explicada en parte, debido a que la inyeccion de STZ en edad
neonatal aunado a la ingesta de agua azucarada, induce destruccion parcial de las células 8 del
pancreas. Ademas, en conjunto con la administracion de agua azucarada, promueven a una
disminucion en la produccion y secrecion de insulina en ratas de edad adulta (35-38). Estos

resultados concuerdan con la disminucidn en la concentracion de insulina plasmatica.

El tratamiento con metformina mostr6 un efecto anti-hiperglucemiante. Previamente se ha
descrito que su mecanismo de accion consiste en la estimulacion de AMPK en tejidos periféricos
como mausculo, tejido adiposo e higado. AMPK es una cinasa que promueve el anclaje del
transportador de glucosa GLUT4 a la membrana celular para permitir la entrada de la glucosa
hacia la célula. En higado, AMPK activo, induce la disminucion en la produccién de glucosa
hepatica; en conjunto, esto conlleva una disminucién de la concentracion de glucosa en el
torrente sanguineo. Su efecto hipoglucemiante demostrado en otros estudios (39-41), puede
verse limitado por la presencia de estrés oxidante. Dolinsky y col., (2014) demostraron que la
actividad de AMPK es afectada por 4-Hidroxinonenal (4-HNE), un producto derivado de la
peroxidacion lipidica (42). En concordancia, encontramos aumento en la concentracion de
MDA, otro de los productos generados durante la peroxidacion lipidica. En futuros estudios,
sera determinante evaluar la activacion de AMPK en respuesta al tratamiento con metformina

en nuestro modelo de estudio.

El EAE también mostrd un efecto antihiperglucemiante en dosis de 200 mg/kg por via oral. En
nuestro grupo de trabajo, previamente habiamos encontrado este efecto en un modelo de DM
inducido mediante la administracién Unicamente de STZ (60 mg/kg) en edad adulta (43). Se

sugiere que parte de su mecanismo es a través de la modificacion en la expresion de
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transportadores de glucosa como GLUT2 en higado, GLUT1 y GLUT4 en musculo, GLUT]1,
GLUT3y GLUT4 en cerebro (43-46).

En cuanto al resveratrol y la curcumina, que tuvieron actividad hipoglucemiante, se ha
evidenciado en otros estudios, que compuestos con capacidad antioxidante pueden proteger a
las celulas del estrés oxidante y con esto, evitar la muerte celular (47-49). Las células B del
pancreas tienen una baja capacidad antioxidante, lo que las hace susceptibles a dafio por estrés
oxidante, consecuentemente a muerte celular y por lo tanto, produccion baja o nula de insulina
(50). En diferentes modelos experimentales de DM, el EAE o su componente principal (S-
alilcisteina), resveratrol y curcumina promueven el aumento en la concentracion de insulina
plasmatica (49, 51-53). En nuestro estudio, el nivel de insulina en plasma de animales diabéticos
tratados, es inferior al grupo control, pero ligeramente incrementado en los grupos que
recibieron EAE o resveratrol con respecto al grupo de DM, esto refleja posiblemente que ambos
tratamientos podrian prevenir parcialmente la muerte de las células ; sin embargo, sera crucial

evaluar su papel protector sobre estas células.

Otro mecanismo propuesto para el control de la glucosa sanguinea es a través del aumento en la
sensibilidad a la insulina. En condiciones fisiolégicas normales, la unién de insulina a su
receptor en las células del masculo y tejido adiposo promueve la fosforilacion del receptor de
insulina en residuos de tirosina, esto activa la via de sefializacion 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 (54). Durante la DM, el estrés oxidante afecta la cascada de sefializacion de
la insulina a causa de la fosforilacion en residuos de serina del receptor de la insulina (55). La
sensibilidad baja a la insulina en el grupo de animales diabéticos se evidencié mediante una
prueba de tolerancia a la insulina, en la que se mide la respuesta a esta hormona cuando es

administrada de manera exogena.

La accion antioxidante de los tratamientos evaluados es importante para evitar la activacion de
las vias de sefalizacion sensibles al estrés. En nuestro estudio, los animales diabéticos con
tratamientos favorecen una mayor sensibilidad a la insulina. En el caso del EAE, nuestro grupo
de trabajo ha mostrado que, en animales diabéticos, estimula una mayor fosforilacion en

residuos de tirosina del receptor de insulina en el musculo (56).
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Adicionalmente, Corichi et al., (2012) encontraron que en pacientes diabéticos, las EROs
pueden oxidar a la insulina cuando es administrada de manera exdgena (57), esto explicaria en
parte la baja respuesta a la insulina que los animales diabéticos tuvieron en la prueba de
tolerancia a la insulina. Por lo tanto, el uso de antioxidantes como tratamiento durante la

diabetes, es importante para mantener la integridad de macromoléculas.

Con relacion a la hiperfagia, se trata de una conducta caracteristica de la DM y esté relacionada
directamente con el aumento en la expresion de NPY y disminucion de POMC en el ndcleo
arcuato del hipotalamo (8, 10, 11, 15, 17). La expresion de estos neuropéptidos esta regulada en
gran medida por la accion de hormonas circulantes que participan en control del apetito y
saciedad, como insulina, leptina y grelina, y la funcion de éstas, se encuentra determinada por
su expresion y secrecion al torrente sanguineo, ademas de la correcta funcionalidad de sus

receptores en el tejido hipotalamico (9, 11-14).

En la presente investigacion, la conducta hiperfagica que presentaron los animales diabéticos es
explicada por el aumento en la expresion de NPY y disminucion de POMC en el nicleo arcuato.
A su vez, los cambios en la expresion de los neuropéptidos, es debida en parte, a la disminucion
en la sensibilidad y concentracién de insulina, que a nivel central, inhibe el apetito (13). La
leptina es otra de las hormonas importantes que disminuyen el apetito (14). En nuestro estudio,
encontramos que el nivel de leptina se encuentra ligeramente incrementado. Bajo condiciones
fisioldgicas normales, el aumento en la concentracion de leptina plasmatica explicaria un
aumento en la saciedad. Sin embargo, los animales presentan hiperfagia; esto puede ser debido
a que a pesar de que existan niveles incrementados de leptina, la presencia de resistencia a esta
hormona impida que lleve a cabo su efecto orexigénico (58). El estrés oxidante juega un papel
clave en este proceso, pues se ha descrito que también afecta la sefializacion normal de la leptina
(58), probablemente, por esa razon, el nivel de NPY se encuentra incrementado y el de POMC
esta disminuido a pesar de los niveles ligeramente elevados de leptina.

La administracion de metformina o antioxidantes no tuvo un efecto importante sobre la
hiperfagia diabética, como previamente se ha demostrado en otros estudios (59). Unicamente,
la curcumina mostré una tendencia a atenuar esta condicion, sin embargo, los cambios no son

importantes en términos estadisticos. Adicionalmente, el EAE y la curcumina lograron
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disminuir la expresion de NPY en el nlcleo arcuato del hipotalamo, aunque el nivel de POMC,
en el caso del grupo con EAE, fue similar al grupo diabético sin tratamiento; y cuando recibieron
curcumina, el nivel de POMC se muestra similar al grupo sin diabetes. Estos hallazgos,
demuestran el posible papel del EAE y la curcumina en promover la disminucion de la
hiperfagia diabética.

Debido a que los animales diabéticos con cualquiera de los tratamientos tienen una persistencia
de la hiperfagia diabética, a pesar de la disminucion del NPY en el hipotdlamo, parece que es
necesario el aumento importante en la expresion de POMC para inducir la disminucion de la
hiperfagia. Ademas, la induccion de la saciedad no sélo depende de hormonas como leptina e
insulina, y neuropéptidos como NPY y POMC, sino que existen una variedad de moléculas que
intervienen en esta regulacion y que ejercen su efecto sobre otros nucleos dentro y fuera del
hipotalamo (1-4). Asi mismo, la integridad de las poblaciones neuronales de segundo orden es
crucial para llevar a cabo una neurotransmision de sefiales adecuadas. Numerosos reportes
indican que el estrés oxidante en zonas especificas del hipotdlamo puede favorecer a la
persistencia de hiperfagia (60).

En este estudio, también se evaluo el estrés oxidante a nivel sistémico y se encontrd que los
animales diabéticos tienen estrés oxidante. La curcumina fue el antioxidante exdgeno que
mostré mayor potencial para disminuir el estrés oxidante al favorecer el aumento en la actividad
de las enzimas GPx y GST y disminucion en la concentracion de MDA. Las investigaciones
demuestran que los antioxidantes exdgenos pueden estimular la expresion de las enzimas
antioxidantes a través de la activacion del factor de transcripcion Nrf2, proteina que se une a
elementos de respuesta a antioxidantes (ARE, antioxidant response element) que se encuentran
en los promotores de las enzimas antioxidantes (63,64). Aunado a su capacidad para incrementar
el sistema de defensa antioxidante, la disminucion en el nivel de MDA puede deberse a que la
curcumina es un componente que puede anclarse a las membranas celulares y de esta manera,

protegerlas de la peroxidacion lipidica (65).

Aungue se encontrd estrés oxidante moderado a nivel sistémico mediante marcadores de estrés
en muestras de plasma, esto no descarta que exista un mayor dafio oxidante en algunos tejidos

y 6rganos como el cerebro. De hecho, se conoce que durante la DM existen tejidos que son mas

47



519
520
521
522
523
524
525

526
527
528
529
530
531
532
533
534

535
536
537
538

539

540

541

542

543

544

susceptibles al dafio por estrés, y son los que estan relacionados con las complicaciones
diabéticas como las retinopatias, nefropatias y neuropatias. Esto ocurre debido a que en estas
células, los transportadores de glucosa no dependen de la accion de la insulina para que la
glucosa ingrese la célula. Por lo tanto, en condiciones de hiperglucemia crénica, esos tejidos
reciben un mayor aporte de glucosa y por ende, tienen mayor susceptibilidad a sufrir dafio por
estrés como el cerebro (66). De este modo, se hace crucial, evaluar la presencia de dafio oxidante

en el cerebro y de manera particular en los diferentes nucleos del hipotalamo.

En conjunto, estos datos demuestran en nuestro modelo de estudio (2nSTZ70 mg + SSB10%)
el papel antihiperglucemiante de la metforminay EAE, y efecto hipoglucemiante del resveratrol,
curcumina y alimentacion controlada. Asi mismo, se evidencia que los tratamientos son
incapaces de controlar la hiperfagia diabética; sin embargo, el EAE y la curcumina promueven
la disminucion del NPY, mientras que la metformina y la curcumina mostraron una tendencia a
restaurar la expresion de POMC en el nucleo arcuato del hipotalamo de animales diabéticos. De
igual manera, se demostrd el papel protector de la curcumina ante el estrés oxidante,
promoviendo al incremento en la actividad de la enzima antioxidante GST y evitando la

peroxidacion de lipidos, lo cual se evidencio al encontrar una menor concentracion de MDA.

Los hallazgos encontrados en el presente estudio demuestran que los tratamientos empleados,
en las dosis y tiempos administrados, pueden mejorar la condicion diabética de manera parcial
y sugieren que la curcumina y el EAE pueden tener un mayor efecto benéfico si el tratamiento

se prolonga y/o se aumentan las dosis.
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DISCUSION GENERAL

En este trabajo se determinaron las condiciones para generar un modelo en
ratas de diabetes similar a la DM tipo 2, que nos permitiera evaluar el efecto de
tratamientos con actividad antioxidante sobre la hiperfagia diabética con relacion al
estrés oxidante sistémico y a los cambios en la expresion de moléculas centrales (NPY

y POMC) y periféricas (glucosa, insulinay leptina) que regulan la conducta alimentaria.

En la implementacion de un modelo de DM tipo 2, empleamos ratas macho y
hembras de la cepa Wistar, al 2° dia de edad se les administr6 STZ en dosis diferentes
(70 0 90 mg/kg de peso corporal), y al destete se les proporcioné una bebida endulzada
con sacarosa comercial (SSB; sucrose-sweetened beverage) en periodos de diferente

duracion (7 u 11 semanas) y concentraciones distintas (10 o 30 %).

La STZ es un farmaco que se ha usado ampliamente para la induccion de DM,
cuyo mecanismo de accion es la induccion de muerte celular por estrés oxidante, esto
conlleva a una produccion y secrecion de insulina disminuida o nula, y por lo tanto, al
establecimiento de hiperglucemia (Eleazau et al., 2013). Cuando este farmaco se
emplea en animales adultos, induce al establecimiento de sintomas caracteristicos de
la DM de manera espontanea y severa, por lo que se sugiere que podria ser un buen
modelo de estudio de la DM1 (Takasu, et al, 1991). En contraste, cuando este farmaco
se inyecta en ratas de edad neonatal, induce dafio parcial de las células beta del
pancreas, debido a que, en esa edad de los animales, aun existe capacidad de
regeneracion celular ante alguna agresion, y las alteraciones en la homeostasis de la
glucosa se desarrollan de manera gradual (Bonner-Weir, et al., 1981; Kataoka et al.,
2013; Marathe et al., 2006)

En nuestro estudio encontramos que la administracion de STZ en la dosis mas
alta (90 mg/kg) indujo la mayoria de las caracteristicas de la DM en machos y hembras,
como hiperglucemia crénica, poca ganancia de peso corporal e hiperfagia, ademas de
resistencia moderada a la insulina sélo en hembras. A pesar de que es una dosis
ampliamente usada en la investigacion (Bonner et al., 1981; Patil et al., 2014; Thorens
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et al., 1990; Patel et al., 2015; Sung et al., 2015), su implementacion como modelo de
estudio es limitada puesto que, en nuestro trabajo, también indujo una mortalidad

elevada en los animales que recibieron esta dosis.

Por el contrario, la inyeccion de 70 mg de STZ, solamente generoé intolerancia
a la glucosa y resistencia moderada a la insulina en ambos sexos. Su efecto menor
puede deberse a que el dafio generado en las células B pancreaticas, es dependiente
de la concentracién de la STZ (Nahdi et al., 2017). Sera determinante evaluar la

intensidad del dafio en las células 3 del pancreas en ambos modelos.

Como parte del establecimiento del modelo de DM2, la dosis de 70 mg de STZ
fue seleccionada en combinacién con la SSB al 10%. El estudio incluyé grupos
controles con SSB con el fin de descartar que las alteraciones en la homeostasis de la

glucosa generadas sean unicamente por la SSB.

Encontramos que el consumo de SSB al 10% en ratas de ambos sexos, en
diferentes tiempos y concentraciones, sin la previa administracion de STZ en edad
neonatal, no afecta la concentracion de glucosa sanguinea en ayuno, ni la respuesta
normal a la administracion de glucosa en la prueba de tolerancia oral a la glucosa
(CTOG), sin embargo, los grupos conformados por machos muestran una mayor

ganancia de peso corporal y resistencia moderada a la insulina.

A pesar de que en reportes previos, se ha demostrado que el consumo elevado
de carbohidratos durante periodos crénicos, conducen a alteraciones en la
homeostasis de la glucosa, resistencia a la insulina y obesidad (Del Toro et al., 2016;
Franklin et al., 2016; Kanarek et al., 1979; Lana et al., 2014), en nuestro estudio, la
ingesta de SSB no es un factor suficiente para generar alteraciones en la homeostasis
de la glucosa, posiblemente, debido a que la SSB fue dada por un periodo mas corto
(7 u 11 semanas) en comparacion con otros estudios. Es probable que el organismo
tenga la capacidad de compensar el alto consumo de azlcar al promover una mayor
sintesis y secrecion de insulina por las células B del pancreas, por lo tanto, la

hiperinsulinemia seria responsable de evitar una respuesta alterada en la CTOG.
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Se ha descrito que, bajo demanda metabdlica incrementada, la actividad de las
células B se incrementa y/o existe una expansion de la poblacion de las células B,
proceso que puede ser debido a autoduplicacion de las células B preexistentes o a la
transdiferenciacion de las células alfa pancreaticas (Nir et al, 2007, Thorel et al., 2010).
En estudios futuros, sera necesario evaluar la concentracion de insulina e identificar la
expansion de la poblacion de las células B que nos permitan explicar este hallazgo con

mayor precision.

En el caso de las ratas con administracion previa de STZ, encontramos que la
ingesta de SSB a diferentes concentraciones y periodos estimula un incremento en la
glicemia basal y una respuesta disminuida a la glucosa administrada en la CTOG, en
ratas de ambos sexos. Como previamente se describio, el mecanismo de accion de la
STZ administrada en edad neonatal, es inducir dafio parcial a las células B del
pancreas, esto significa que, en edad adulta, ain son capaces de producir insulina en
respuesta a niveles elevados de glucosa en sangre, por ejemplo, después de ingerir
alimentos (Bonner-Weir, et al., 1981; Kataoka et al., 2013; Marathe et al., 2006). De
este modo, el hecho de estimular de manera constante la produccion de insulina
mediante el consumo moderado de azucar en una bebida, podria promover un mayor
dafio a las células B pancreaticas. Entonces, debido al dafio generado en estas células
en edad neonatal, su capacidad para expandir su poblacion esta limitada, resultando
en un fallo para compensar al organismo ante una mayor demanda metabdlica (Nir et
al, 2007, Thoren et al., 2010; Pick et al., 1998).

De forma interesante, se encontré que la hiperglucemia en ayuno fue mas
pronunciada en grupos de STZ con SSB en la concentracion baja (10 %) y periodo
temporal (7 semanas). Este efecto podria explicarse debido a que cuando a las ratas
se les proporciona une bebida azucarada a una concentracion mayor (30 %), y en un
periodo prolongado (11 semanas), ocurre un proceso de adaptacion de las células beta
remanentes y funcionales, previniendo de este modo al establecimiento temprano de
los sintomas de la DM (Nir et al, 2007, Thorel et al., 2010). Mientras que cuando se da
una concentracion baja de sacarosa y periodo temporal, la adaptacion del organismo
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no ocurre; de manera que el dafio generado en las células beta se hace mas evidente

en etapas tempranas con la presencia de hiperglucemia y sintomas de la DM.

La resistencia a la insulina es una caracteristica clave de la DM2, aunque en
reportes previos se ha demostrado que solo la administracién de STZ en edad neonatal
0 Unicamente las dietas altas en carbohidratos inducen resistencia a la insulina; en
nuestro estudio, los animales presentaron una resistencia moderada a la insulina,
siendo mas marcada en animales que recibieron STZ y SSB. Esta condicion fue
evidenciada en una prueba de tolerancia a la insulina (CTI) en la que se observan los
cambios en la concentracién de glucosa sanguinea en respuesta a la administracion
de insulina exdgena. Sera necesario demostrar si esta respuesta baja a la insulina se
debe a una densidad disminuida de los receptores a la insulina sobre los tejidos,
defectos en su via de sefalizacion o dafio oxidativo a la insulina administrada

exdégenamente (lvonne et al., 2005; Tangvarasittichai et al., 2015).

Por otra parte, también observamos que un consumo prolongado de SSB (11
semanas), condujo a una disminucion en la ingesta de alimentos en todos los grupos
(siny con STZ) de ambos sexos. Es probable que el consumo constante de sacarosa
en forma de bebida estimule sefiales para la saciedad, lo cual podria explicar la
disminucién del consumo de alimento sdlido. Existen reportes que la glucosa libre
(obtenida por degradacién de la sacarosa), es responsable de promover sefiales de

saciedad en el hipotalamo (Leloup et al., 2006)

De forma contraria, los animales inyectados con STZ y con ingesta de SSB en
concentracion baja y periodo temporal (10 % por 7 semanas), mostraron hiperfagia.
Este sintoma puede ser resultado de la falla en el mecanismo de compensacion del
organismo antes descrito. La falta de nutrientes en los tejidos sensibles a la insulina,
la baja produccién y secrecion de insulina por las células beta del pancreas, o
resistencia a esta hormona en el hipotalamo, podrian explicar en parte la presencia de

hiperfagia diabética.

Adicionalmente, los animales que tuvieron STZ y SSB, mostraron una menor

ganancia de peso corporal. Este hallazgo es debido a la incapacidad de las células
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para usar la glucosa como fuente principal de energia, por lo que se degradan &cidos
grasos Yy proteinas presentes en los tejidos para mantener las funciones energéticas

del organismo (German et al., 2009).

En contraste, en grupos formados por hembras, la ingesta de SSB, no modificé
la tolerancia a la insulina, esto puede deberse a que los animales empleados en esta
investigacién son considerados jovenes adultos, en esta etapa, los niveles elevados
de estrégenos en las hembras, actia como un factor protector contra el desarrollo de
la DM (Le et al., 2006). Se ha reportado que los estrogenos previenen la muerte de las
células B cuando hay una exposicién a concentraciones elevadas de glucosa en
sangre de manera cronica; de este modo, se evita la aparicion de signos y sintomas
caracteristicos de la DM solamente en hembras (Suwattanee et al., 2018). Con relacion
a esto, las hembras no presentan cambios de peso corporal drasticos en comparacion
con los grupos conformados por machos. Asi mismo, la conducta hiperfagica no se

presenta en las hembras.

Resumiendo la primera parte de la investigacion consistente en establecimiento
de un modelo de DM, encontramos dos modelos importantes y diferentes que pueden
ser Utiles en la investigacion, y su uso dependera de los objetivos que se persigan: 1)
Ratas machos y hembras con inyeccion de STZ (70 mg/kg) en edad neonatal muestran
solo resistencia moderada a la insulina e intolerancia a la glucosa; y 2) ratas machos
gue con inyeccioén de STZ (70 mg/kg) en edad neonatal en combinacién con SSB al
10 % durante 7 semanas, desarrollaron resistencia moderada a la insulina,
hiperglucemia en ayuno, ganancia de peso corporal disminuida e hiperfagia. Este

ultimo modelo, consideramos que es el que representa mejor a la DM2.

Adicionalmente, logramos reproducir un modelo de DM previamente reportado,
mediante la administracion de 90 mg de STZ, sin embargo, enfatizamos que su uso en
la investigacion puede ser dificil debido a que esta dosis induce una mortalidad elevada

en los animales.

En la segunda parte del trabajo que consisti6 en evaluar el efecto de

tratamientos con actividad antioxidante sobre la hiperfagia diabética en relacion al
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estrés oxidante sistémico y a los cambios en la expresion de moléculas que regulan el
apetito, decidimos emplear el modelo de ratas machos a los que se les inyecté 70 mg
de STZ/kg de peso corporal en edad neonatal y se les dio SSB al 10 % en un periodo

corto.

Adicional a las caracteristicas reportadas en este modelo (hiperglucemia
cronica, resistencia moderada a la insulina, poca ganancia de peso corporal e
hiperfagia) por nuestro grupo de trabajo (Barragan-Bonilla et al., 2019), encontramos
gue las ratas presentaron un bajo grado de estrés oxidante en circulacion (actividad
enzimatica disminuida de GPx y GST), concentracién baja de insulina y elevada de
leptina en plasma, asi como expresion aumentada de NPY y disminuida de POMC en

el nucleo arcuato del hipotalamo.

La hiperglucemia crénica, como se ha explicado anteriormente, es debida a que
la inyeccién de STZ en edad neonatal, induce destruccion parcial de las células 3 del
pancreas, y junto con el consumo de agua azucarada, promueven a una disminucion
en la produccion y secrecién de insulina en ratas de edad adulta (Bonner-Weir, et al.,
1981; Kataoka et al., 2013; Marathe et al., 2006), y en concordancia, encontramos una

disminucién en la concentracion de insulina plasmaética.

El tratamiento con metformina mostré un efecto anti-hiperglucemiante. Su
mecanismo de accion consiste en la estimulacion de AMPK en tejidos periféricos como
musculo, tejido adiposo e higado. AMPK es una cinasa que promueve el anclaje del
transportador de glucosa GLUT4 a la membrana celular para permitir la entrada de la
glucosa hacia la célula; en higado, AMPK activo, induce la disminucién en la
produccion de glucosa hepética, en conjunto, esto conlleva a una disminucion de la
concentracion de glucosa en el torrente sanguineo. Su efecto hipoglucemiante
demostrado en otros estudios (Musi et al., 2002; Zhou et al., 2002), puede verse
limitado por la presencia de estrés oxidante; Dolinsky y col., (2014), demostraron que
la actividad de AMPK es afectada por 4-Hidroxinonenal (4-HNE), un producto derivado
de la peroxidacion lipidica. En estudios posteriores, sera crucial evaluar la activacion

de AMPK en respuesta al tratamiento con metformina en nuestro modelo de estudio.
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El extracto de ajo envejecido también mostré un efecto antihiperglucemiante en
dosis de 200 mg/kg por via oral. En nuestro grupo de trabajo, previamente habiamos
encontrado este efecto en un modelo de DM inducido mediante la administracion
Unicamente de STZ (60 mg/kg) en edad adulta. Se sugiere que parte de su mecanismo
es a través de la modificacion en la expresion de transportadores de glucosa como
GLUT2 en higado, GLUT1 y GLUT4 en muasculo, GLUT1, GLUT3y GLUT4 en cerebro
(Barragan y Rodriguez, 2013; Blanco y Magallon, 2014; De la Cruz y Barrera, 2014,
Mendoza-Bello, 2015).

En cuanto al resveratrol y la curcumina, que tuvieron actividad hipoglucemiante,
se ha evidenciado en otros estudios, que compuestos con capacidad antioxidante
pueden proteger a las células del estrés oxidativo y con esto, evitar la muerte celular
(Rouse et al., 2014; Kaur et al., 2016; Rashid et al., 2014). Las células B del pancreas
tienen una baja capacidad antioxidante, lo que las hace susceptibles a dafio por estrés
oxidante, consecuentemente a muerte celular y, por lo tanto, produccion baja o nula
de insulina (Atsushi et al., 2018). En diferentes modelos experimentales de DM, el EAE
0 su componente principal (S-alilcisteina), resveratrol y curcumina promueven el
aumento en la concentracion de insulina plasmatica (Palsamy et al., 2008; Thota et al.,
2018; Thomson et al., 2016); en nuestro estudio, el nivel de insulina en plasma de
animales diabéticos tratados, es inferior al grupo control, pero ligeramente
incrementado en los grupos que recibieron EAE o resveratrol con respecto al grupo de
DM sin tratamiento, esto refleja posiblemente que ambos tratamientos podrian prevenir
parcialmente la muerte de las células B, sin embargo, sera crucial evaluar su papel

protector sobre estas células.

Otro mecanismo propuesto para el control de la glucosa sanguinea es a través
del aumento en la sensibilidad a la insulina. En condiciones fisiolégicas normales, la
uniodn de insulina a su receptor en las células del musculo y tejido adiposo promueve
la fosforilacion del receptor de insulina en residuos de tirosina, esto activa la via de
sefializacion PI13k/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 (Meyts, 2016).
Durante la DM, el estrés oxidante afecta la cascada de sefalizacion de la insulina a
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causa de la fosforilacién en residuos de serina del receptor de la insulina (Rains y Jain,
2011). La sensibilidad baja a la insulina en el grupo de animales diabéticos sin
tratamiento se evidencié mediante una prueba de tolerancia a la insulina, en la que se

mide la respuesta a esta hormona cuando es administrada de manera exdgena.

La acciéon antioxidante de los tratamientos evaluados es importante en la
prevencion de la activacion de las vias de sefializacion sensibles al estrés. En nuestro
estudio, los animales diabéticos con tratamientos favorecen una mayor sensibilidad a
la insulina. En el caso del EAE, nuestro grupo de trabajo ha mostrado que, en animales
diabéticos, estimula una mayor fosforilacion en residuos de tirosina del receptor de

insulina en el masculo (Almazan y Bahena, 2017).

Adicionalmente, lvonne et al., (2005), encontraron que, en pacientes diabéticos,
las EROs pueden oxidar a la insulina cuando es administrada de manera exdgena,
esto explicaria en parte la baja respuesta a la insulina que los animales diabéticos
tuvieron en la prueba de tolerancia a la insulina. Por lo tanto, el uso de antioxidantes
como tratamiento durante la diabetes, es importante para mantener la integridad de

macromoléculas.

Con relacion a la hiperfagia, se trata de una conducta caracteristica de la DM y
esta relacionada directamente con el aumento en la expresion de NPY y disminucién
de POMC en el nacleo arcuato del hipotalamo (Mao et al., 2002; Fu et al., 2002; Havel
et al., 2000). La expresion de estos neuropéptidos esta regulada en mayoritariamente
por la accion de hormonas circulantes que participan en control del apetito y saciedad,
como insulina, leptina y grelina, y la funcién de éstas, se encuentra determinada por
Su expresion y secrecion al torrente sanguineo, ademas de la correcta funcionalidad
de sus receptores en el tejido hipotalamico (German et al., 2010; Havel et al., 1998 y
2000; Obici et al., 2002).

En la presente investigacion, la conducta hiperfagica que presentaron los
animales diabéticos es explicada por el aumento en la expresion de NPY y disminucion
de POMC en el nucleo arcuato. A su vez, los cambios en la expresion de los

neuropéptidos, es debida en parte, a la disminucién en la concentracién de insulina en
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plasma. La insulina es una de las hormonas que, a nivel central, inhiben el apetito
(Havel et al., 2000; Obici et al., 2002). Leptina es otra de las hormonas importantes
gue disminuyen el apetito (Havel et al., 1998; Sindelar et al., 1999); en nuestro estudio,
encontramos que el nivel de leptina se encuentra ligeramente incrementado. Bajo
condiciones fisiolégicas normales, el aumento en la concentracion de leptina
plasmatica explicaria un aumento en la saciedad, sin embargo, los animales presentan
hiperfagia; esto puede ser debido a que a pesar de que existan niveles incrementados
de leptina, la presencia de resistencia a esta hormona impida que lleve a cabo su
efecto orexigénico (Ramirez y Claret, 2015). El estrés oxidante juega un papel clave
en este proceso, ya que se ha descrito que también afecta la sefializacion normal de
la leptina, probablemente, por esa razon, el nivel de NPY se encuentra incrementado

y el de POMC esta disminuido a pesar de los niveles ligeramente elevados de leptina.

La administracion de metformina o antioxidantes no tuvo un efecto importante
sobre la hiperfagia diabética, como previamente se ha demostrado en otros estudios
(Chau-Van et al., 2007). Unicamente, la curcumina mostré una tendencia ligera a
atenuar esta condicion, sin embargo, los cambios no son importantes en términos
estadisticos. Adicionalmente, el EAE y la curcumina lograron disminuir la expresion de
NPY en el nucleo arcuato del hipotdlamo, aunque el nivel de POMC, en el caso del
grupo con EAE, fue similar al grupo diabético sin tratamiento; y cuando recibieron
curcumina, el nivel de POMC se muestra similar al grupo sin diabetes. Estos hallazgos,
demuestran el posible papel del EAE y la curcumina en promover la disminucion de la

hiperfagia diabética.

Debido a que los animales diabéticos con cualquiera de los tratamientos tienen
una persistencia de la hiperfagia diabética, a pesar de la disminucion del NPY en el
hipotalamo, parece que es necesario el aumento importante en la expresion de POMC
para inducir la disminucion de la hiperfagia. Ademas, la induccion de la saciedad no
s6lo depende de hormonas como leptina e insulina, y neuropéptidos como NPY y
POMC, sino que existen una variedad de moléculas que intervienen en esta regulacién
y que ejercen su efecto sobre otros nucleos dentro y fuera del hipotdlamo (Arora y
Anubhuti, 2006; Kim et al., 2014; Simpson et al., 2009). Asi mismo, la integridad de las
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poblaciones neuronales de segundo orden es crucial para llevar a cabo una
neurotransmision de sefiales adecuadas. Numerosos reportes indican que el estrés
oxidativo en zonas especificas del hipotdlamo puede favorecer a la persistencia de

hiperfagia (Parihar et al., 2016).

En este estudio, también se evalud el estrés oxidante a nivel sistémico, y se
encontré que los animales diabéticos tienen estrés oxidante moderado. La curcumina
fue el antioxidante exdgeno que mostr6 mayor potencial para disminuir el estrés
oxidante al favorecer el aumento en la actividad de las enzimas GPx y GST, y
disminucién en la concentracion de MDA. Las investigaciones demuestran que los
antioxidantes exégenos pueden estimular la expresion de las enzimas antioxidantes a
través de la activacion del factor de transcripcién Nrf2, proteina que se une a elementos
de respuesta a antioxidantes (ARE, antioxidant response element) que se encuentran
en los promotores de las enzimas antioxidantes (Johnson et al., 2008; Kohda et al.,
2013). Aunado a su capacidad para incrementar el sistema de defensa antioxidante,
la disminucion en el nivel de MDA puede deberse a que la curcumina es un
componente que puede anclarse a las membranas celulares y de esta manera,

protegerlas de la peroxidacion lipidica (Alsop et al., 2017).

Aunque se encontro estrés oxidativo moderado a nivel sistémico mediante
marcadores de estrés en muestras de plasma, esto no descarta que exista un mayor
dafio oxidante en algunos tejidos y érganos como el cerebro. De hecho, se conoce
gue, durante la DM existen tejidos que son mas susceptibles al dafio por estrés, y son
los que estan relacionados con las complicaciones diabéticas como las retinopatias,
nefropatias y neuropatias. Esto ocurre debido a que, en estas células, los
transportadores de glucosa no dependen de la accién de la insulina para que la glucosa
ingrese la célula, por lo tanto, en condiciones de hiperglucemia crénica, esos tejidos
reciben un mayor aporte de glucosa y, por ende, tienen mayor susceptibilidad a sufrir

dafio por estrés como el cerebro (Ramakrishna et al., 2008).

De este modo, se hace crucial, evaluar la presencia de dafio oxidante en el

cerebro y de manera particular en los diferentes nucleos del hipotalamo.
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Los antioxidantes empleados en el presente estudio demostraron que, en las
dosis y tiempos administrados, pueden mejorar la condicion diabética de manera
parcial. Se sugiere que la curcumina y el EAE pueden tener un mayor efecto benéfico

si el tratamiento se prolonga y/o se aumentan las dosis.

Diabetes mellitus Modelo 2nSTZ+SSB10%
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Figura 3. Modelo de integracion de resultados. La administracion de STZ (70 mg/kg)
al 2 dia de edad (2n) y el consumo de une bebida endulzada con azucar al 10 %
(SSB10%) genera un modelo de estudio de DM2. El modelo se caracteriza por
presentar hiperglucemia en ayuno, resistencia a la insulina, concentracion baja de
insulina, estrés oxidante, aumento en la expresion de NPY y disminucién de POMC en
el ARC, que en conjunto favorecen al establecimiento y persistencia de la hiperfagia,.
Ningun tratamiento logré controlar la hiperfagia, sin embargo, si regularon la glucemia.
Solo la la curcumina y el EAE disminuyen la expresion de NPY en el ARC sin que esto
tenga efecto sobre la hiperfagia. Ademas la curcumina disminuyo el estrés oxidante.

CUR
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CONCLUSIONES

La administracién de 90 mg de STZ/kg de peso corporal en ratas macho o hembras,
promueve la aparicibn de signos y sintomas caracteristicos de la DM, como
hiperglucemia crénica, hiperfagia, poca ganancia de peso corporal. Sin embargo,
induce una mortalidad de mas del 90 % en los animales.

El modelo mas apropiado para estudiar la DM2 y la hiperfagia, es en ratas macho,
mediante la administracion de STZ (70 mg/kg PC) al 2° dia de edad y agua azucarada
al 10 % proporcionada durante un periodo temporal (4 a 7 semanas). Este modelo
presenta hiperglucemia crénica, moderada resistencia a la insulina, concentraciones
bajas de insulina, estrés oxidativo, hiperfagia, aumento en la expresiéon de NPY y
disminucién de POMC en el ndcleo arcuato del hipotadlamo.

La curcumina y el EAE son antioxidantes con mayor potencial para promover cambios
en la expresion de neuropéptidos que regulan el apetito sin modificar la hiperfagia

diabética. La curcumina, ademas, puede reducir el estrés oxidante.
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Por medio de la presente, hago de su conocimiento que el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) determiné que el proyecto
titulado: “EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE MOLECULAS QUE REGULAN EL
APETITO Y LA HOMEOSTASIS DE GLUCOSA, EN DIABETES” como parte del protocolo
32/17 a cargo de la DRA. MONICA ESPINOZA cumple con las Normas Nacionales de
Cuidado de Animales de Laboratorio (NOM 062 ZOO 1999) y se autoriza la utilizacién de
animales acorde a lo descrito en el protocolo en cantidad y métodos.

Se extiende la presente para los fines que al interesado convenga.
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