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1. Introduccion

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de trastornos metabdlicos que
tiene como caracteristica principal a la hiperglucemia. La diabetes mellitus tipo 2
(DM2) presenta grados variables de resistencia a la insulina (RI). Los defectos
en la accion y/o secrecion de la insulina originan hiperglucemia y complicaciones
en el metabolismo de lipidos y proteinas.

Varios trabajos han evidenciado que el extracto de ajo envejecido (EAE)
contrarresta el estrés oxidante y la generacién de productos finales de la
glicosilacién avanzada (PFGA) originados por niveles elevados de glucosa (GLU)
en sangre, los cuales estan vinculados a enjecimiento y patogénesis de la DM.
Por otra parte, se ha descrito que el EAE es capaz de disminuir los niveles de
colesterol (COL), triglicéridos (TGL), proteinas de muy baja densidad (VLDL) y
proteinas de baja densidad (LDL); parametros que se incrementan por la
alteracion en el metabolismo de lipidos que se observa en la DM. En etapas
avanzadas de DM, los pacientes llegan a desarrollar insuficiencia renal. En
nuestro laboratorio, estudios in vivo han demostrado que el EAE es capaz de
proteger ante la insuficiencia renal aguda inducida por ciclofosfamida. Con base
en lo anterior, el presente trabajo tiene por objetivo evaluar el efecto del EAE en
un modelo de DM2 inducido por una dieta hipercaldrica y estreptozotocina (STZ)

en ratas macho Wistar.



2. Marco teorico

2.1 Diabetes mellitus

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la DM como una
enfermedad crdénica consecuencia de la produccién insuficiente de insulina o el
uso ineficaz de la misma. La DM comprende un grupo de trastornos metabdlicos
que comparten el fenotipo de hiperglucemia, se caracteriza por modificaciones
en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. Las manifestaciones
clinicas caracteristicas de la diabetes son la polidipsia, poliuria, polifagia, vision
borrosa, pérdida de peso y la susceptibilidad a ciertas infecciones.

Las consecuencias agudas y potencialmente mortales de la DM no
controlada, son la hiperglucemia con cetoacidosis y el sindrome hiperosmolar no
cetosico (American Diabetes Association, 2012). Aunque a menudo, los sintomas
son leves o estan ausentes; la hiperglucemia moderada persiste durante afios,
lo que ocasiona dafo a los tejidos en desarrollo (Holt, Cockram, & Flyvbjerrg,
2010).

Entre las complicaciones a largo plazo se incluyen la retinopatia con
potencial pérdida de la visidon, nefropatia que conduce a insuficiencia renal,
neuropatia periférica con riesgo de ulceras en los pies, amputacion de miembros
periféricos; la neuropatia autondmica que causa sintomas gastrointestinales,
genitourinarios, cardiovasculares y disfuncién sexual. Adicionalmente, los
pacientes con diabetes presentan hipertensién, anormalidades en el
metabolismo de lipoproteinas, aterosclerosis cardiovascular, enfermedad
vascular periférica y cerebrovascular (American Diabetes Association, 2012).

Varios procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de la
diabetes. Estos van desde la destruccion autoinmune de las células B o

anormalidades genéticas en la funcién de la insulina.



2.2 Epidemiologia de la diabetes mellitus

Durante el afio 2012 se estimd que mas de 310 millones de personas en el
mundo tienen DM, esto equivale a una prevalencia del 8.3%. En México la DM
es la segunda causa de muerte, se ha calculado que mas 10.6 millones de
personas viven con DM y la prevalencia de la enfermedad es de 15.59%. El
impacto de esta enfermedad no sélo es en la mortalidad, sino en la morbilidad y
en la calidad de vida, pues representa una enorme carga e impacto para el
sistema de salud y la sociedad en general. La suma de gastos directos e
indirectos atribuidos a la DM en México, estimada para el afio 2010, fue de 778
427 475 pesos (Arredondo, 2011).

Los pacientes diabéticos en México viven 20 afios en promedio con la
enfermedad; este padecimiento se presenta entre los 35 y 40 afios. Por cada
diabético que muere se detectan siete nuevos casos de enfermedad. La
mortalidad por DM es mayor en los estados del Norte que en los del Sur, los del
Centro tienen un comportamiento intermedio y el D.F. se comporta como los
Estados del Norte, es mas frecuente en los grupos sociales con estilo de vida
urbano. La diabetes es la principal causa de demanda de consulta externa en
instituciones publicas y privadas; y uno de los principales motivos para la
hospitalizaciéon. Es mas frecuente en el medio urbano (63%) que en el rural

(37%) y mayor en mujeres que hombres (Moreno-Altamirano, 2001).

2.3 Manejo de pacientes diabéticos

En algunos individuos con diabetes, el adecuado control glucémico se puede
lograr con pérdida de peso, ejercicio y/ o agentes hipoglucemiantes, estos
individuos no requieren insulina. Algunos pacientes producen una secrecion de
insulina residual, pero suelen requeririnsulina exdgena para el control
glucémico adecuado, aunque pueden sobrevivir sin ella. Las personas

con abundante destruccion de las células B, sin produccion residual de insulina,



requieren la hormona para sobrevivir. El grado de hiperglucemia esta
relacionado con la severidad del proceso metabdlico (American Diabetes
Association, 2012).

2.4 Tipos de diabetes mellitus

Existen variantes de DM asociadas a interacciones genéticas y ambientales.
Estas se clasifican con base en el proceso etioldgico, la edad de inicio y/o tipo
de tratamiento (Fauci, 2009).

e La DM tipo 1, es consecuencia de la deficiencia de insulina, causada por la por
la destruccion autoinmune de células B del pancreas, comprende 3 a 5% de
todos los casos, y por lo general surge durante la infancia (Barret, 2010).
e La DM2, se caracteriza por la desregulacidon de la liberacion de insulina por
parte de las células B, junto con la resistencia a dicha hormona en tejidos
periféricos, como el musculo de fibra estriada, el cerebro y el higado. Este tipo
de diabetes es predominante en poblacion adulta con sobrepeso u obesidad,
cabe destacar que la DM2 es la mas frecuente en la poblacion mexicana con un
90 a 95% de los casos de DM (Barret, 2010).

e La DM tipo especifico, comprende un grupo de condiciones, que
incluyen defectos genéticos enla secrecidn o accion de la insulina,
como pancreatitis, trastornos exocrinos, tumores secretores de hormonas como
la hormona del crecimiento, y el sindrome de Cushing. Algunos casos son
causados por la administracién de farmacos como los glucocorticoides; a su vez
sindromes genéticos como el sindrome de Down y sindrome de Klinefelter

pueden estar ligados al desarrollo de la enfermedad (Holt, 2010).



2.5 Diabetes mellitus tipo 2

La DM2 es precedida por un periodo de homeostasis anormal de la glucosa
(GLU), clasificado como trastorno de la glucosa en ayunas (TGA) o trastorno de
tolerancia a la glucosa (TTG) (Fauci, 2009), en el cual se considera que estos

son estados prediabéticos (Figural) (American Diabetes Association, 2012).

Normoglicemia Hiperglicemia
Estadios
Pre-Diabetes Diabetes
. Regulacidnnormal dela | TGA o TTG Mo se requiere | Se requiere insulina Se requiere
Tipos glucosa Insulina (contral) Insulina para
sobrevivir

Tipo 1
Tipo 2
Tipo especifico

Figura 1. Tipos y estadios de DM. Las variantesy etapas de DM pueden clasificarse de
acuerdo a los niveles de glucosa en sangre y la dependenciade Insulina (Modificado
de American Diabetes Association, 2012) .

En las primeras etapas de la DM2 existe un grado de hiperglucemia suficiente
para causar cambios patoldgicos y funcionales en diversos tejidos, aunque no
produce sintomas clinicos. Durante este periodo asintomatico, es posible
detectar una anormalidad en el metabolismo de carbohidratos mediante la
medicién de la GLU plasmatica en ayunas o después de un desafio con una
carga oral de GLU. El grado de hiperglucemia puede cambiar con el tiempo,
dependiendo de la extension de la enfermedad (American Diabetes Association,
2012).



2.5.1 Historia natural de la enfermedad

La mayoria de las personas que padecen DM2 son obesos, esta condicién por si
misma es capaz de generar RI, la cual se define como un estado en el que las
células, los tejidos y en general el organismo requieren cantidades elevadas de
la hormona para lograr una respuesta normal (Mantzoros, 1995). La habilidad
para liberar la homona en respuesta a la demanda metabdlica esta acoplada a
su produccion en las células B. Los pacientes que no son obesos, de acuerdo a
los criterios tradicionales de peso, suelen poseer un alto porcentaje de grasa
corporal distribuido en la zona abdominal. Este tipo de DM puede permanecer
sin diagnosticarse durante varios anos, ya que la hiperglucemia se desarrolla de

manera gradual y en etapas tempranas no produce sintomas severos.

2.5.2 Desordenes metabolicos presentes en la diabetes mellitus tipo 2

En la mayoria de los pacientes con DM2 la enfermedad se manifiesta después de
los 30 afos. Al contrario de la DM1, la DM2 se caracteriza por un aumento en la
concentracidon de insulina plasmatica (hiperinsulinemia), que es la repuesta
compensadora de las células B ante la resistencia a esta hormona. Ademas
surge la glucosuria porque se rebasa la capacidad de los rinones para
reabsorber la GLU (Barret, 2010).

En la DM la hiperglicemia contrasta con el deficit de GLU intracelular,
debido a que la GLU es la fuente principal de energia para todos los procesos
celulares, los requerimentos de energia sélo se pueden satisfacer si se recurre al
catabolismo de lipidos y proteinas, lo que genera una serie de desordenes
metabdlicos (Figura 2).

Dado que la insulina inhibe a la lipasa hormonosensible en el tejido adiposo, la
resistencia a la hormona aumenta a mas del doble la concentracion plasmatica
de acidos grasos libres (AGL). El aumento del glucagén, promovido por la

demanda de energia, también contribuye a la movilizacién de AGL. Este



Resistencia a la Insulina
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Figura 2. Alteraciones metabdlicas en DM2. La resistencia o falta de produccion
de insulina conducen a la hiperglicemia, que a largo plazo genera anomalias en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas.

incremento en la concentracion de AGL en circulacion muestra correspondencia
con la hiperglicemia, y en algunas modalidades, es buen indicador de la
severidad de la enfermedad.

En el higado y otros tejidos, los AGL son tranformados en acetil-coenzima
A (Ac-CoA); la cual se metaboliza con los residuos de aminoacidos (aa) para
generar diéxido de carbono y agua en el ciclo de Krebs. Sin embargo, cuando se
rebasa la capacidad para catabolizar a la Ac-CoA, el exceso es transformado en
cuerpos cetonicos. En la DM no controlada, o en estadios avanzados de la
enfermedad, también se observa el aumento en la concentracion plasmatica de
triglicéridos (TGL) y de quilomicrones, por lo cual el plasma suele ser lipémico.
El incremento en la cantidad de los constituyentes mecionados es causado por
la menor extraccién de TGL (Barret, 2010).

Otro componente alterado en la DM es el colesterol (COL), que suele estar
elevado. La hipercolesterolemia proviene del incremento de la concentracion
plasmatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteinas de
baja densidad (LDL). Es probable que esta condicién surja como consecuencia
de la mayor produccién de VLDL en el higado; o de una menor extraccion de
VLDL y LDL del torrente circulatorio (Barret, 2010).



Ademas de las alteraciones del metabolismo de lipidos, se desencadenan
anomalias en el metabolismo de proteinas. Durante la catabolia de aa, el higado
transforma una mayor cantidad de proteinas en GLU. La intensificacién de la
gluconeogénesis, es causada por la hiperglucagonemia; el incremento de la
conversiéon de aa en dioxido de carbono y agua, conduce al aumento de
creatinina en suero (CS), nitrogeno ureico en sangre (BUN) y la aparicion de
proteinuria (Barret, 2010). En estados patoldgicos la elevacion de la creatinina y
BUN son un indicador de la funcién renal (Kelley, 1992), por tanto estos
parametros se encontraran elevados en etapas avanzados de DM donde ya esta

presente la insuficiencia renal.

2.6 Efectos fisiologicos de la insulina

La insulina es sintetizada como una prohormona que posteriormente es
transportada en microvesiculas al aparato de Golgi, en donde sufre las
modificaciones postraduccionales que generan la forma activa de la hormona, la
cual es almacenada en granulos secretores que son liberados por exocitosis.

La principal condicionante para la liberacion de insulina es la
concentracion de GLU en sangre, y la de otros nutrientes como los AGL y aa.
Cuando la disminucién de nutrientes circulantes es detectada por la células B, se
detiene la secrecion de insulina para evitar la hipoglucemia.

La insulina estimula la internalizacion de GLU a las células al incrementar
el numero de transportadores de dicho carbohidrato en la membrana celular.
Los tranportadores de glucosa (GLUT) se encargan de la difusién facilitada del
carbohidrato a través de la membrana. Al cesar la accién insulinica, hay
endocitosis de las zonas de la membrana con los transportadores y las vesiculas
estan listas para la siguiente exposicién a la insulina.

En los tejidos donde la insulina incrementa el nimero de GLUT, otras
hormonas regulan el grado de fosforilacién de la GLU dentro de las células. La

insulina también intensifica la penetracién del carbohidrato en los hepatocitos,



pero esto no sucede a través de los GLUT, pues induce la accién de la
glucocinasa lo que incrementa la fosforilacion de la GLU; de este modo
disminuye el nivel de GLU libre en el citoplasma y ello facilita la penetracion de

la misma a la célula (Barret, 2010).

2.7 Diabetes mellitus y estrés oxidativo

Existen multiples fuentes de especies reactivas (ER) y de estrés oxidativo (EO)
en la DM que incluyen vias enzimaticas y no enzimaticas, donde la hiperglicemia
juega un papel clave. Las fuentes no enzimaticas de EO pueden ser 1) la
oxidacién bioquimica de la GLU (hay un incremento en las ERO a través de la
autooxidacion de la GLU), 2) la formacion de productos finales de la glicosilacion
avanzada (PFGA), donde la GLU puede reaccionar con proteinas de manera no
enzimatica dando lugar al desarrollo de productos de Amadori seguidos de la
formacién de PFGA (Ahmad, 2007), o 3) el incremento del metabolismo de la
glucosa a través de la via del poliol (sorbitol) y 4) la cadena respiratoria
mitocondrial (Johansen, 2005). Las fuentes no enzimaticas en el incremento de
EROS incluyen a la sintasa de 6xido nitrico (SON), NAD(P)H oxidasa, y xantina
oxidasa.

El EO juega un papel importante en el desarrollo de las complicaciones
diabéticas tardias, induce disfunciones vasculares dependiendo del tamafio de
la vasculatura afectada, en los vasos pequenos es un factor importante para la
estimulacién de la proliferacién del endotelio y la formacién de nuevos vasos
parcialmente mal funcionales y contribuir asi al desarrollo de complicaciones
microvasculares (retinopatia, nefropatia). En la vasculatura coronaria, la
generacion de intermediarios reactivos del oxigeno es mas importante para la
desestabilizacién de las placas aterosclerdticas, causando un aumento del riesgo

cardiaco en los pacientes diabéticos. (Parcker, 2000; Ceriello, 2003).



2.8 Modelos experimentales de DM2

El estudio de la DM requiere del disefio de modelos adecuados que asemejen la
patogénesis de la enfermedad. En el caso de la poblacidn mexicana se incluyen
factores como el estilo de vida y una dieta alta en grasas y carbohidratos.
Dentro de los modelos para inducir DM en roedores se encuentran los que
emplean agentes quimicos, siendo los mas utilizados en investigacion el aloxano
y la estreptozotocina (STZ) (Mendez, 2010). Estos compuestos en dosis
diabetogénicas actian especificamente sobre las células B pancreaticas. En el
caso de la DM2 una dieta alta en grasas ocasiona RI y obesidad en ratas, las

cuales se han asociado a modelos de daho renal.

2.9 Propiedades farmacoldgicas del ajo

El ajo (Allium sativum) es un miembro de la familia Alliaceae, ha sido
utilizado desde hace siglos como condimento y remedio popular para una
variedad de padecimientos, entre los que se incluyen dolores de cabeza,
parasitos intestinales, mordeduras de perro o picaduras de serpiente (Block,
1985).

Actualmente se han reconocido varias funciones bioldgicas vy
medicinales del ajo que se atribuyen a su alto contenido de compuestos
organo-sulfurados los cuales varian dependiendo de la presentacién del ajo,
dichos compuestos le proporcionan también su olory sabor caracteristicos
(Corzo-Martinez, 2007). Los principales componentes azufrados en el ajo son
las S-alqunil-L-cisteina sulféxidos, como la aliina y la y-glutamilcisteinas; las
cuales ademas de servir como péptidos de almacenamiento, son precursores de
otros compuestos volatiles como la alicina, el sulfuro de dialilo (DAS) y el
dialil disulfuro (DADS), entre otros (Lancaster, 1989). La eficacia de los
constituyentes del ajo depende principalmente del modo de preparacién de su

extracto. El ajo intacto contiene una cantidad reducida de compuestos

10



medicinales activos, al triturar o cortar los dientes de ajo, se libera la enzima
alinasa, que rapidamente lisa a los cistein-sulfoxidos citosélicos: aliina y y-
glutamilcisteinas, para formar alicina, el compuesto que produce el olor a
ajo fresco. La alicina representa el 70-80% de los tiosulfinatos totales formados.
La alicina y otros tiosulfinatos se descomponen instantdneamente en DAS,
DADS, dialil trisulfuro (DAT) y ajoeno. Al mismo tiempo, las y-glutamilcisteinas
son convertidas a S-alilcisteina (SAC) por medio de una via metabdlica distinta
a la via aliina/alicina (Figura 3). La SAC, es un compuesto sulfurado no volatil
soluble en agua, posee propiedades antioxidantes, por lo cual actia como

agente neutralizante de radicales libres (RL) o ERO (Corzo-Martinez, 2007).

Y-Glutamilcisteina ) NM
B — i 5
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S-alilcisteina (SAC) l DAS, DADS, DATS, vinidiltiinias, ajoeno.

=

NH,
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P avl \-"\; X NN L}‘ PN RS
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Figura 3. Formacion de compuestos organo-sulfurados en el ajo a través
de distintas vias metabdlicas (Modificado de Corzo-Martinez M, 2007).

2.9.1 El ajo como suplemento dietario

Ademas de la presentacién del ajo fresco, en el mercado internacional estan
disponibles otras presentaciones como: aceite de ajo esencial, el aceite de
ajo macerado, el ajo en polvo y el EAE. Si se desea incluir un suplemento
dietario basado en ajo, es importante considerar el proceso de manufacturacion,

pues debido a la cantidad de compuestos con actividad bioldgica presentes, se
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pueden desarrollar efectos adversos o toxicos. De acuerdo a varios estudios, el
EAE es mas eficaz y seguro en comparacion con otras preparaciones, por ello
sus efectos benéficos sobre la salud son los mas estudiados (Corzo-Martinez,
2007).

2.9.2 Actividad farmacoldgica del EAE

EIl EAE se obtiene mediante el almacenamientoa temperatura
ambiente de ajo rebanado y empapado en una mezcla agua/etanol durante mas
de 10 meses (Amagase, 2006). El EAE es la preparacion con mayor actividad
antioxidante, debido a que el procedimiento de extraccion incrementa el
contenido de compuestos organosulfurados solubles en agua, estables y
altamente biodisponibles (Imai, 1994). EI SAC es de los principales
compuestos activos del EAE, sin embargo, esta preparacion también contiene
DAS, DATS, DADS, dialilpolisulfuro, flavonoides, saponinas, micronutrientes
esenciales (selenio) y macronutrientes (lectinas) cuyo efecto antiperoxidante se
ha demostrado en el higado, los rifiones y el corazén de rata (Amagase, 2001;
Borek, 2001). Otros compuestos antioxidantes recientemente identificados en el
EAE incluyen al N-fructosil glutamato, N-fructosil arginina (Ryu, 2001) vy lisina
N-fructosil (Moreno, 2006).

Los fitoquimicos presentes en el EAE pueden actuar de manera sinérgica,
para ejercen su accion antioxidante y eliminar las EROS (Borek, 2001),
incrementar la actividad de las enzimas superéxido dismutasa (SOD), catalasa y
glutation peroxidasa; mecanismos de defensa importantes en las células vivas
(Liu, 1992).

La accion antioxidante del EAE inhibe la peroxidacién de los lipidos y la

oxidacién de las LDL lo que disminuye el riesgo de enfermedad cardiovascular y
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cerebrovascular (Amagase, 2001; Lau, 2006). También ejerce un efecto
antiinflamatorio inhibiendo la activacién inducida por el estrés oxidativo, del
factor nuclear kappa B (NF-kB), que esta implicado en la expresion de enzimas
pro-inflamatorias, como la sintetasa de Oxido nitrico inducible (SONi) vy la
ciclooxigenasa-II (COX-II). Ademas, se ha documentado que tiene efectos
anticancerigenos, ya que inhibe el dafio de los RL que generan mutaciones en el
DNA (Corzo-Martinez, 2007).

3. Antecedentes

La hiperglicemia, principal fenotipo de la DM, genera un incremento en la
glicosilacion de proteinas y la formacion de PFGA, los cuales estan involucrados
en el proceso de envejecimiento y patogénesis de la DM. La glicosilacion y los
AGEPs estan acompafados de la formacion de RL generados por la auto-
oxidacion de la GLU y de las proteinas glicosiladas, estos radicales dafian a las
proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Elosta, 2012). Dado lo anterior, los
compuestos que combinan la accidn antioxidante y la inhibicion de la
glicosilacién, constituyen un auxiliar terapéutico en el manejo de la DM (Ahmad,
2006; Ahmad, 2007); y aunque varios compuestos estan bajo estudio, pocos
han sido implementados en la clinica con éxito (Elosta, 2012).

El EAE posee mayor capacidad antioxidante, en comparaciéon con otras
presentaciones, debido a su alto contenido en SAC. Se ha reportado que el EAE
es capaz de proteger a las proteinas de la fragmentacidon inducida por la
glicosilacién e interfiere con la formacion de AGEPs (Ahmad, 2007). Asi mismo,
se ha descrito que el EAE posee propiedades hipoglucemiantes (Ashraf, 2011),
aunque se requiere de mayor evidencia para establecer estd condicidn, tales
observaciones son respaldadas por las evidencia el grupo de Srinivasank (2005)
quien ha descrito que la SAC es capaz de estimular la producciéon y secrecion de

insulina en el pancreas, lo que mejora el control del metabolismo de la glucosa.
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Aunado a las propiedades hipoglucemiantes del EAE, se ha documentado
que es capaz de reducir los niveles del COL (Chang, 1980), TGL, LDL y VLDL;
ademas eleva la concentracion de HLDL (Effendy, 1997; Ashraf, 2011),
parametros que se encuentran alterados en el curso de la DM.

Trabajos desarrollados en nuestro laboratorio han demostrado que el EAE
es capaz de proteger a ratas macho, con insuficiencia renal inducida por
ciclofosfamida. Por lo anterior en el presente proyecto se busca evaluar el efecto

del EAE en los parametros bioquimicos alterados en un modelo de DM2.

4. Justificacion

La DM2 es la variante predominante entre la poblacidn mexicana, los costos
para la salud publica ascienden a mas de 778 millones de pesos. Existen
evidencias de que elementos incluidos en la dieta tradicional de nuestra
poblacién, como el ajo, ayudan a regular condiciones clinicas asociadas a la DM2
como: la hipertension, la hiperglucemia y la produccion de especies reactivas.

Un modelo asociado a dieta hipercaldrica es el mas cercano a la mayoria de
los casos en nuestro pais, es decir DM2 asociada a obesidad. Los medios de
comunicacioén, la educacion y el sistema de salud de nuestro pais no han sido
suficientes para controlar este problema de salud y el nimero de pacientes va
en aumento cada afo.

En este trabajo se evalué el efecto del EAE, en un modelo de DM2
producido por una dieta hipercalérica y STZ, caracteristicas que asemejan a la

dieta de la poblacion mexicana.

5. Hipotesis

El EAE regula los parametros bioquimicos como CS, depuracion de creatinina
(DC), BUN, GLUC, COL, TRI, y proteinuria que se encuentran alterados en la
DM2.
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6. Objetivo general

Evaluar el efecto del EAE sobre los parametros bioquimicos alterados en la DM
en un modelo experimental de DM2 producido por estreptozotocina y una dieta
hipercaldrica.

6.1 Objetivos particulares

1. Establecer un modelo de DM2 por la ingesta hipercaldérica que se simule la
enfermedad desarrollada en la poblacién mexicana.

2. Evaluar el efecto del EAE sobre los parametros bioquimicos: CS, DC, BUN,
GLUC, COL, TGL y proteinuria que se encuentran alterados en DM2.

7. Materiales y Métodos

7.1 Reactivos

Para la determinacion de los parametros biogquimicos: GLU, BUN, CS, COL y TGL
se emplearon kits comerciales de la marca SPINREACT. La STZ se obtuvo de la
marca comercial SIGMA, y el EAE de la marca KYOLIC®, de WAKUNAGA OF

AMERICA.

7.2 Modelo de diabetes mellitus tipo 2 inducido por estreptozotocina y

una dieta hipercalodrica

7.2.1 Preparacion del EAE y STZ

La solucién de STZ se prepard al momento de ser administrada. Se peso la

cantidad necesaria para una dosis de 60 mg/Kg (tomando en cuenta el peso de
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los sujetos experimentales en ese momento) y se disolvid en buffer de citratos
pH 4.

El EAE se administré a una dosis de 0.6 mL /Kg de peso, y en su caso se
empleo agua potable en los grupos control. La administraciéon se realizd

empleando una sonda esofagica.

7.2.2 Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 250 a 300 g,
obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Las ratas se
mantuvieron en el bioterio del departamento de farmacologia a 22°C con ciclos
controlados de luz-oscuridad de 12/12 horas, dentro de cajas de contencidn de
polipropileno y cama de aserrin, para recolectar muestras de orina de 24 horas
las ratas se mantuvieron en cajas metabdlicas individuales (NALGEN COMPANY).

El protocolo experimental se desarrollo de acuerdo a los lineamientos
éticos para el uso experimental de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-
1999).

7.3 Dieta

El alimento empleado en el protocolo experimental fue de dos tipos: estandar
(Rodent Laboratory Chow de Purina) e hipercaldrico, alto en grasas al 15%. El
alimento hipercalérico fue preparado en el laboratorio mezclando alimento
estandar con manteca de cerdo (JC FORTES). El agua proporcionada fue de tipo
potable para los grupos control o suplementada con azlUcar de mesa (Great
Value) al 15%, de acuerdo al grupo experimental. En todos los casos se

proporcion6 alimento y agua ad libitum.
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7.4 Establecimiento de la dosis de STZ

En una primera etapa del proyecto, se probaron tres dosis de STZ a fin de
establecer la éptima para causar un incremento notorio de GLU en sangre.

Se probaron tres dosis de STZ en animales con dieta suplementada con grasa y
azucar, la cual se proporcioné desde el inicio del protocolo y 15 dias después se
administro la STZ (Tabla 1). A partir de la administracion de STS se determind
la concentracion de GLU en sangre cada 7 dias (Figura 3). Las ratas se

sacrificaron por decapitaciéon al término del protocolo.

Tabla 1. Protocolo desarrollado para establecer un modelo de DM2 inducido por STZ y una dieta

hipercaldrica en ratas macho Wistar. CT: grupo control, STZ: estreptozotocina

Protocolo | Duracion Grupos (dieta) Dosis STZ
(mg/Kg)
1 23 dias | CT 15% grasa-azucar 15% grasa-azlcar-STZ 75
2 51dias |CT 15% grasa-azucar 15% grasa-azlcar-STZ 50
3 29 dias | CT 15% grasa-azucar 15% grasa-azlcar-STZ 30
500+
GLUCOSA
400+ T
5 300
~~
£
200
100+
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Dia

Figura 3. Protocolo 2 CT (m ) 15% Grasa-azlcar (A) 15% Grasa-azucar+STZ (e).
n= 10, prom+EEM, ANOVA 2 vias P<0.0001
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Durante esta fase se observd que la dosis de STZ de 75 mg/Kg genera una alta
mortalidad mientras que la disminucion de la dosis de STZ a 30 mg/Kg, no
establece un cuadro de hiperglucemia lo suficientemente alto ni duradero como
la dosis mas altas. Basados en estas observaciones, decidimos utilizar una dosis

de 60 mg/Kg calculada por extrapolacién.

7. 5 Evaluacion del efecto del EAE

Una vez establecidas las condiciones para el desarrollo del modelo experimental
de DM2, un segundo protocolo de nueve semanas de duracién se realizé para
evaluar el efecto del EAE. Para lo anterior se formaron 17 grupos
experimentales (Tabla 2) y se combind el uso del EAE, la STZ y la dieta
hipercalodrica con grasa y azucar (GA). El esquema incluyo diferentes periodos
de tratamiento y se consider6 como semana cero a la semana en que se inicio la
administracion de STZ. Asi mismo se evalud la administracién del EAE
comenzando su uso 3 semanas previas a la administracion de STZ (-3), 2
semanas previas a a la administracion de STZ (-2), a la semana cero de
administracion de STZ (0) y 2 semanas posteriores a la administracion de STZ
(+2). La simbologia de cada grupo y el tratamiento se encuentran
representados en la Tabla 2.

Los sujetos experimentales se colocaron en cajas metabodlicas cada
semana a fin de obtener la orina de 24 horas y al siguiente dia se obtuvo sangre
de la vena caudal mediante puncién. Al final del protocolo se recolectaron
muestras de sangre y de orina de 24 horas y se sacrificé a los sujetos

experimentales por decapitacion.
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Tabla 2. Grupos experimentales para evaluar el efecto del EAE en un modelos de DM2
inducido po STZ y una dieta hipercaldrica.

Grupo Alimento | Alimento |  EAE STZ | Sémana de
Estandar | 15% GA | 0.6 mL/G | 60 mg/Kg | inicio de simbolo
tratamiento

Control + . . . 0 o
GA+ STZ ) + ) + 0 ———
-3EAE+GA+STZ i + + " -3 -
-2EAE+GA+STZ i + + + 2 e
OEAE+GA+STZ i + + + 0 e
2EAE+GA+STZ i + " " 2 e S
GA ) + ; ; 0 —h—h—
§TZ + . . + 0 e
EAE + . + - 1] ++
-3EAE+GA i + + - 3 —O—0—

-2EAE+GA i + + i 2 N
OEAE+GA i + + - 0 N
2EAE+GA - + + - 2 ———
-3EAE+STZ + i + + 3 CO--0O--
-2EAE+STZ + - + + -2 - Y--y--
OEAE+STZ + i + + 0 A -A -
2EAE+STZ + . + + 2 -H---B-

7.6 Procesamiento de las muestras bioldgicas
Las muestras de orina se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min en una

centrifuga Hettich Zentrifugen EBA 20. Posteriormente, se conservaron en

refrigeracion a -20° C.
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Las muestras de sangre fueron obtenidas de la vena caudal, recolectadas
semanalmente en tubos Microttainer con gel separador (Becton Dickinson and
Company) y centrifugadas a 6000 rpm durante 4 min, a fin de obtener plasma,
para determinar GLU, COL, TGL, BUN, y CS, usando kits de diagndstico clinico
comerciales (Spinreact, S.A.U., Espafa). El plasma remanente fue conservado

en congelacion a -20°C.

7.7 Determinacion de parametros bioquimicos

7.7.1 Creatinina en suero

La determinacion de CS en las muestras de suero se realizd por
espectrofotometria de acuerdo a la reaccién descrita por Jaffe. La técnica esta
basa en la formacién de un complejo rojizo (2,4,6-trinitrofenol) entre la
creatinina y el picrato en un medio alcalino, dicho complejo absorbe a 520 nm.
La absorbancia del color formado es proporcional a la concentracion de
creatinina en la muestra analizada.

La técnica espectrofotométrica fue visible, cinética. Se empled un
espectrofotdmetro BECKMAN COULTER, el cual se ajusto a cero empleando agua
destilada, posteriormente se pipeted 40 pL de muestra (suero o estandar de
creatinina) en una celda y 400 pL del reactivo de trabajo, (acido picrico 17.5
mM e hidréxido de sodio 0.29 mM, 1:1), se mezcld y realizaron lecturas a los 0,
30, 60 y 90 segundos. La concentracion de creatinina en la muestra se
determind calculando el cociente de las diferencias de absorbancia a los 30 y 90
segundos de la muestra entre el estandar, y multiplicado por la concentracion

del mismo (2 mg/dL).

20



7.7.2 Depuracion de creatinina

Para el calculo de DC se utilizd el volumen de orina en un periodo de 24 hy r

la concentracion de creatinina en esta muestra.

La DC se calculd de la siguiente manera:

Creatinina en orina * volumen de orina en 24 horas

creatinina en suero * 1440

7.7.3 Nitrogeno de urea en sangre

La determinacién cuantitativa de urea se realizo mediante un método cinético
enzimatico, el cual se basa en que la urea presente en la muestra es hidrolizada
enzimaticamente por la ureasa en amoniaco y didoxido de carbono. Los iones
amonio formados reaccionan con el alfa cetoglutarato por accidn de la
glutamato deshidrogenasa (GLDH) con una oxidacidn simultanea de NADH a
NAD+.

Urea + H,0 + 2H" Ureasa (NHz"); + CO, \

NH," + o-Cetoglutarato + NADH  GLDH H,Q+ NAD" + L-Glutamato

La disminucién de la concentracién de NADH en el medio es proporcional a la

concentracion de urea en la muestra.
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7.7.4 Determinacion de glucosa

Para realizar las determinaciones de GLU, COL y TGL se empled un método
trinder de punto final, GOD-POD, CHOD-POD y GPO-POD respectivamente.

El principio del método para determinar GLU se basa en que la glucosa
oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de GLU a acido glucdnico, el perdoxido de
hidrégeno producido (H,0,) se detecta mediante un aceptor cromogénico de
oxigeno, 4-aminofenazona (4-AF), en presencia de la enzima peroxidasa
(POD).La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
GLU presente en la muestra. Para ello se empled un espectrofotometro
BECKMAN COULTER, el cual se ajusto a cero empleando agua destilada,
posteriormente se pipetearon en una celda 40 pL de muestra (suero o estandar
de glucosa) y 400 pL del reactivo, (TRIS pH 7.4 y 92mM, fenol 0.3 mM, GOD
15000 U/L, POD 1000 U/L, 4-AF 2.6mM), se mezcld e incubo a temperatura
ambiente (15-25°C) durante 30 minutos y se leyé a 505 nm. La concentracion
de GLU en la muestra problema se determind calculando el cociente de la
absorbancia de la muestra entre la absorbancia del estandar, y multiplicado por

la concentracion del mismo (100 mg/dL).

7.7. 5 Determinacion de colesterol

En cuanto a la determinacién de COL, los esteres de COL presentes en la
muestra seran esterificados por la colesterol esterasa (CHE) produciendo acidos
grasos mas COL, éste ultimo en presencia de O, y gracias a la colesterol oxidasa
(CHOD) formara 4-colestenona y perdxido de hidrégeno (H202). Finalmente, el
peréxido de hidrogeno reacciona con la 4-aminofenazona en presencia de fenol,
reacciéon catalizada por la enzima peroxidasa (POD), dando como resultado
quinona (quinonimia), compuesto de color rojo, el cual es proporcional a la

concentracion de colesterol en la muestra analizada.
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En el laboratorio se utilizdé agua destilada para ajustar el
espectrofotdmetro a cero de absorbancia, posteriormente se pipeted en una
celda, 40 puL de muestra (suero o estandar de colesterol) y 400 uL del reactivo,
(PIPES pH 6.9 y 90mM, fenol 26 mM, CHE 1000 U/L, CHOD 300 U/L, POD 650
U/L, 4-AF 0.4 mM), se mezclé e incubo a temperatura ambiente (15-25°C)
durante 10 minutos y se leyé a 505 nm. La concentracién de colesterol en la
muestra problema se determind calculando el cociente de la absorbancia de la
muestra de suero entre la absorbancia del estandar, y multiplicado por la

concentracion del mismo (200 mg/dL).

7.7.6 Determinacion de triglicéridos

Por su parte, la determinacion de TGL se basa en el principio de que los TGL
incubados con lipoproteinlipasa (LPL) generan glicerol y AGL. El glicerol es
fosforilado por la glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de
glicerol cinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-
difosfato (ADP). El G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP)
y peroxido de hidrégeno (H,03) por GPO.

Al final, el perdxido de hidrogeno reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y
p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD), produciendo quinona,
y una coloracién rojiza. La intensidad del color formado es proporcional a la
concentracion de triglicéridos presentes en la muestra analizada.

En el caso de la determinacién de TGL, al igual que en el caso de la
determinacion de GLU y COL, se ajustd el espectrofotometro a cero de
absorbancia con agua destilada, posteriormente se pipetearon en una celda, 40
ML de muestra (suero o estandar de triglicéridos ) y 400 pL del reactivo, (GOOD
pH 6.3 y 90mM, p-clorofenol 2 mM, LPL 150000 U/L, GK 500 U/L, GPO 3500
u/L, POD 440 U/L, 4-AF 0.1 mM, ATP 0.1 mM), se mezcld e incubd a
temperatura ambiente (15-25°C) durante 10 min y se leyé a 505 nm. La

concentracion de triglicéridos en la muestra problema se determind calculando
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el cociente de la absorbancia de la muestra de suero entre la absorbancia del

estandar y multiplicado por la concentracion del mismo (200 mg/dL).

7.7. 7 Cuantificacion de proteinas en orina

El método utilizado esta basado en la precipitacion de proteinas totales en orina
con acido tricloroacético (TCA) y la medicion de su turbidez a 420 nm (Pedraza ,
1999). Las muestras de orina se diluyeron 1:5 con solucion salina isotdénica
hasta un volumen final de 2 mL, después se separaron en 2 alicuotas de 1 mL, a
una de ellas se le agregd 250 pL de TCA al 12.5% y a la otra 250 pL de solucién
salina, empleada como blanco de cada muestra. Los tubos se dejaron incubando
a temperatura ambiente por 10 min. Los datos obtenidos se interpolaron en una
curva patréon de albiumina sérica bovina (ASB) en un intervalo de 0.04 a 0.8
mg/mL. Se calcularon los mg de proteina/24h. Los resultados se expresaron

normalizados, donde 1 = al promedio de los valores del grupo control.
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8. Resultados y discusion

Las ratas tratadas con STZ a una dosis de 60 mg/kg presentaron hiperglucemia
estable por 2 semanas; en los individuos que recibieron dosis menores no se
establecié la hiperglucemia o ésta se perdia; mientras que a dosis mayores se
presenta hiperglucemia pero con alta mortalidad.

En un protocolo posterior se evalué el efecto del EAE con diferentes
esquemas de administracion en las ratas tratadas con dietas hipercaldrica (GA)
y con STZ.

En la figura 4 se observa el comportamiento de la cantidad de alimento
consumido y el peso corporal de las ratas. Los animales ingirieron alrededor de
25 g por dia al inicio del estudio, el consumo fue aumentando ligeramente a
través de los dias y algunos grupos llegan hasta un maximo de 50 g por dia.
Este comportamiento va aunado al aumento de peso corporal en los animales
control. Todos los grupos estudiados tienen la misma tendencia hasta la semana
0. Posteriormente, en la semana 0 y hasta la semana 5 el consumo de alimento
es menor en los grupos GA, EAE y GA+EAE. Sin embargo, en estos grupos el
peso corporal siguid aumentando a través de los dias. El grupo CT y el grupo
GA+STZ no tienen diferencia en su comportamiento. Por otro lado, los animales
con tratamiento de STZ, -3, -2, 0 y 2STZ+EAE, aumentaron su consumo de
alimento y disminuyd su peso corporal a través de los dias. Este
comportamiento es una caracteristica de los pacientes con DM2, los cuales
aumentan el consumo de alimento (polifagia), sin embargo no es utilizado
eficientemente y no hay aumento de peso en la misma medida. El tratamiento
con EAE en ratas con dieta GAy STZ (-3, -2, 0 y 2EAE+GA+STZ) promueve una
ingesta normal de alimento, sin embargo no aumentan de peso al igual en el

grupo control.
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Figura 4. Alimento consumido (a) y peso corporal (b) de ratas tratadas con streptozotocina
(STZ) y dieta alta en grasa y azucar (GA). Lineas gruesas ( E ): control (o) y GA+STZ (e);
lineas de grosor medio (==): -3EAE+GA+STZ (o), -2EAE+GA+STZ (A), OEAE+GA+STZ (V) y
2EAE+GA+STZ (¢); lineas delgadas (—): GA (A), STZ (V), EAE (¢ ), -3EAE+GA (o), -2EAE+GA
(X), OEAE+GA (+) y 2EAE+GA (*); lineas punteadas (-): -3EAE+STZ (e ), -2EAE+STZ (V),
OEAE+STZ (A) y 2EAE+STZ (m). n= 3-12, prom*+EEM, ANOVA 2 vias P<0.0001.

En la figura 5 observamos los volumenes de agua ingerida y de orina. Los
animales del grupo control tomaron alrededor de 50 mL y orinaron 12 mL. A
partir de la administracion de la STZ, los animales de los grupos GA+STZ,
EAE+STZ aumentaron el volumen de agua ingerida y el de orina. El grupo con

sbélo STZ aumento estos parametros a partir del dia 3. Este comportamiento
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también es observado en los pacientes con DM2 (polidipsia y poliuria). La
administracion de EAE en el modelo de GA+STZ no cambia el comportamiento
de estos parametros.

La figura 6 muestra los niveles de GLU, COL y TGL sanguineos. Los animales
del grupo control presentaron niveles normales (100 mg/dl) en los tres
parametros a lo largo del estudio. La dieta con solo GA no modifica ninguno de
estos parametros; la administracién de sélo STZ, aumenta la GLU y ligeramente
los TGL. Los animales con dieta GA y tratados con STZ, presentan aumento de
GLU, COL y TGL; estos aumentos se observan luego de 24 h de la
administracion de la STZ y se mantienen durante todo el estudio. Dichos
parametros clinicos son caracteristicos de pacientes con DM2 (Pollak 2007;
Tesone 2007; Vergés 2005). El tratamiento con EAE 3 semanas antes de la
administracion de STZ (-3EAE+GA+STZ) previene: a) el aumento de GLU en los
dias 1y 2 en un 30%, y en los dias 4 y 5 en un 80%; b) el aumento del COL en
el dia 2 en un 100% y en el dia 5 en un 50%; y c) el aumento de TGL en el dia
4 en un 90% y en el dia 5 en un 100%. El tratamiento con EAE administrado al
mismo tiempo que la STZ, previene: a) el aumento de GLU en los dias 1 y 2 en
un 30%; b) el aumento del COL en el dia 4 en un 80% y en el dia 5 en un
100%; y c) el aumento de TGL en el dia 5 en un 50%.

Los parametros anteriores nos indican que el modelo que se realizé tiene las

caracteristicas deseables para el estudio de la DM2 en roedores.
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Figura 5. Efecto de extracto de ajo envejecido (EAE) en el agua ingerida (a) y el volumen de
orina (b) de ratas tratadas con streptozotocina (STZ) y dieta alta en grasa y azucar (GA). Lineas
gruesas (mm ): control (o) y GA+STZ (e); lineas de grosor medio (== ): -3EAE+GA+STZ (o),
-2EAE+GA+STZ (A), OEAE+GA+STZ (V) y 2EAE+GA+STZ (¢); lineas delgadas (— ): GA (A),
STZ (Vv), EAE (e ), -3EAE+GA (o), -2EAE+GA (X), OEAE+GA (+) y 2EAE+GA (*); lineas
punteadas ( --): -3EAE+STZ (¢ ), -2EAE+STZ (V), OEAE+STZ (A) y 2EAE+STZ (m). n= 3-12,
prom=EEM, ANOVA 2 vias P<0.0001.
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Figura 6. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) en la glucosa (a), el colesterol (b) y los
triglicéridos (c) en sangre de ratas tratadas con streptozotocina (STZ) y dieta alta en grasa y
azucar (GA). Lineas gruesas ( mm): control (o) y GA+STZ (e); lineas de grosor medio ( ==):
-3EAE+GA+STZ (o), -2EAE+GA+STZ (A), OEAE+GA+STZ (V) y 2EAE+GA+STZ (¢); lineas
delgadas(— ): GA (A), STZ (V), EAE (¢ ), -3EAE+GA (o), -2EAE+GA (X), OEAE+GA (+) vy
2EAE+GA (*); lineas punteadas (- ): -3EAE+STZ (¢ ), -2EAE+STZ (V), OEAE+STZ (A) y
2EAE+STZ (m). n= 3-12, prom=*=EEM, ANOVA 2 vias P<0.0001, *P<0.0001 vs GA+STZ.
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Adicionalmente se determinaron parametros para evaluar la funcién renal
(Figuras 7 y 8). Los animales del grupo control presentaron niveles normales de
CS (0.5 mg/dl), DC (2 ml/24h) y BUN (20 mg/dl). Encontramos que en el grupo
GA+STZ, la CS aumenta con un maximo de 3 veces respecto al control en la
semana 3, posteriormente vuelve a disminuir casi hasta ser normal en la
semana 5. La administracién del EAE evita este aumento, EAE administrado 3
semanas antes de la STZ solo permite el aumento de casi al doble en las
semanas 2 y 5. EAE administrado 2 semanas antes o al mismo tiempo que la
STZ solo permiten un aumento al doble de la CS; y EAE administrado 2
semanas después induce la disminucidon de la creatinina. La STZ por si sola no
produce aumento de la creatinina en suero.

La depuracion de creatina en el grupo GA+STZ disminuye y se mantiene
baja a partir de la semana 3. El grupo administrado con sdlo STZ no presenta
disminucion de la DC. Todos los tratamientos con EAE evitan la disminucion de
la DC partir de la semana 2 hasta llegar a ser normal en la semana 4 o 5
(2EAE+GA+STZ).

Los niveles de BUN presentan una tendencia a aumentar en todos grupos
administrados con STZ, sin embargo no hay diferencia estadistica. Por tanto la
disminucion de los niveles de BUN que se observan al administrar EAE tampoco
presentan diferencia estadistica.

También se evalud la cantidad de proteina presente en la orina. Se obtuvo
mayor dispersion de los valores medidos, pero no presentan ninguna tendencia
o diferencia entre los grupos a través de los dias.

Existen muchos trabajos sobre modelos de diabetes, los cuales tienen
variantes en dosificacion y en especie animal (Rodriguez 1994; Mendez, 2010).
A pesar de que se ha especulado que el mejor modelo es el cuyo; los costos de
obtencion, mantenimiento y administracién de STZ disminuyen el empleo de

este animal. La rata es un roedor muy utilizado como modelo debido a que su
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manejo, mantenimiento y cantidad de muestra obtenida es adecuada para
diversos estudios.

El uso del EAE en nuestro modelo de DM2, asociado a dieta hipercaldrica,
permite pensar que es posible que pacientes que lo consuman puedan tener un
mejor control o un retraso en la aparicion del dafio renal en el curso de su
enfermedad.

La dieta hipercalérica no modifica en gran medida la hiperglucemia, sin
embargo si aumenta el COL, los TGL y el dafio renal (CS y DC) (American
Diabetes Association, 2012).
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Figura 7. Efecto de extracto de ajo envejecido (EAE) en la creatinina en suero (a), la
depuracion de creatinina (b) y el BUN (c) de ratas tratadas con streptozotocina (STZ) y dieta
alta en grasa y azucar (GA). Lineas gruesas ( mm): control (o) y GA+STZ (e); lineas de grosor
medio (==: -3EAE+GA+STZ (o), -2EAE+GA+STZ (A), OEAE+GA+STZ (V) y 2EAE+GA+STZ (0);
lineas delgadas (—): GA (A), STZ (V), EAE (¢ ), -3EAE+GA (o), -2EAE+GA (X), OEAE+GA (+) y
2EAE+GA (*); lineas punteadas ( --): -3EAE+STZ (¢ ), -2EAE+STZ (V), OEAE+STZ (A) y
2EAE+STZ (m). n= 3-12, prom=*=EEM, ANOVA 2 vias P<0.0001, *P<0.0001 vs GA+STZ.
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Figura 8. Efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) en la proteinuria de ratas tratadas con
streptozotocina (STZ) y dieta alta en grasa y azucar (GA). Lineas gruesas (H): control (o) y
GA+STZ (e); lineas de grosor medio ( ==): -3EAE+GA+STZ (o), -2EAE+GA+STZ (A),
OEAE+GA+STZ (V) y 2EAE+GA+STZ (¢); lineas delgadas (— ): GA (A), STZ (V), EAE (),
-3EAE+GA (o), -2EAE+GA (X), OEAE+GA (+) y 2EAE+GA (*); lineas punteadas (-): -3EAE+STZ
(¢), -2EAE+STZ (V), OEAE+STZ (A) y 2EAE+STZ (m). n= 3-12, prom=EEM.
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9. Conclusiones

o Obtuvimos un modelo de DM2 en ratas, asociado a dieta
hipercaldrica. Los animales presentan poliuria, polidipsia, polifagia,
hiperglucemia, hipercolesterolemia, hiperlipidemia y dano renal.

o EI EAE es capaz de controlar parcialmente la polifagia, la

hipercolesterolemia, la hiperlipidemia y el dafo renal.
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