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Resumen 
 
Durante la diabetes mellitus (DM), hay un aumento de los niveles de glucosa en 

sangre, una elevada producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y estrés 

oxidativo (EO). La relación entre el EO y la fosforilación de la proteína quinasa activada 

por AMP (AMPK), una quinasa que regula las señales que inducen el apetito y la 

saciedad en el hipotálamo, ha sido poco estudiada. En este estudio se utilizaron ratas 

Wistar con DM, inducida con estreptozotocina (60 mg/kg). Los animales fueron 

divididos en 4 grupos: 7, 14, 28 días con DM (7D, 14D y 28D), y su respectivo control 

(C). Se calculó la ingesta de alimentos para determinar la hiperfagia. Se extrajo el 

hipotálamo para evaluar marcadores del EO (Glutatión peroxidasa y malondialdeido) 

por espectrofotometría; se determinó la fosforilación de AMPK, la expresión del 

receptor de ghrelina (GHS-R1a), del receptor de insulina (RI) y de Neuropéptido Y 

(NPY) por Western blot. Se observó un aumento significativo del consumo de 

alimentos en los grupos experimentales. El nivel de malondialdehído (MDA) disminuyó 

en el grupo 7D (33%) y aumentó significativamente en el grupo 28D (90%), la actividad 

de la enzima glutatión peroxidasa (GPx) aumentó en el grupo 7D (70%) y disminuyó 

en el grupo 28D (34%) y la fosforilación de la AMPK aumentó significativamente en el 

grupo 28D (86%). En condiciones ex vivo, en animales con 28 días de hiperglucemia, 

la actividad de la Gpx aumentó en un 195%, el nivel de MDA disminuyó en un 87%, la 

fosforilación de la AMPK disminuyó en un 53% y la expresión de GHS-R1a disminuyó 

en un 66%, al tratar el tejido hipotalámico hiperglucémico con un antioxidante. La 

expresión del RI no se observan cambios significativos en ninguna de las condiciones. 

La expresión del NPY aumenta en la hiperglucemia, y el tratamiento con antioxidantes 

no regula el aumento de la expresión de este neuropéptido orexígenico. En conclusión, 

la activación de la AMPK se relaciona con el aumento de los marcadores de estrés 

oxidativo en ratas hiperglucémicas e hiperfágicas. 

 
  



 2 

Introducción 

 

La principal zona del sistema nervioso central (SNC) que regula la conducta 

alimentaria es el hipotálamo, el cual se localiza alrededor del tercer ventrículo, por 

debajo del tálamo y arriba de la eminencia media. El hipotálamo se divide en diversos 

núcleos: núcleo arcuato (ARC), núcleo paraventricular (PVN), núcleo ventromedial 

(VMH), núcleo dorsomedial (DMH) y área lateral (LH), siendo el ARC, el área que 

recibe las señales de la periferia (Roh and Kim, 2016). 

La conducta alimentaria se regula a partir de señales derivadas de órganos periféricos 

y de señales centrales derivadas del hipotálamo  (Valassi et al., 2008). Dichas señales 

se definen como señales orexigénicas (inhibidoras del apetito) y anorexigénicas 

(activadoras del apetito). 

Dentro de las señales periféricas se encuentra la grelina, secretada en el estómago, la 

cual al activar a su receptor (GHS-R1a) en el hipotálamo, induce la expresión de 

neuropéptidos orexigénicos como neuropéptido Y (NPY) y la proteína relacionada con 

Agouti (AgRP). En tanto que la leptina e insulina, secretadas en tejido adiposo y 

páncreas respectivamente, al activar a sus respectivos receptores en el hipotálamo 

(LepR e IR) tienen un efecto anorexigénico (Thon et al., 2016; van Swieten et al., 2014), 

ya que estimulan la expresión de neuropéptidos anorexigénicos como 

proopiomelanocortina (POMC) y el transcrito relacionado con cocaína y anfetaminas 

(CART).  

Cuando estas hormonas se unen a su respectivo receptor en el hipotálamo inducen 

cascadas de señalización, las cuales convergen en la activación de la cinasa activada 

por AMP (AMPK) la principal señalización que induce un aumento o disminución de la 

expresión de las moléculas neuropeptídicas (Andersson et al., 2004; Minokoshi et al., 

2004), Hahn et al., 1998; Huynh et al., 2016). 

 

AMPK es una enzima heterotrimérica compuesta por una subunidad catalítica 

denominada α, y por dos subunidades reguladoras β y γ. Las subunidades α y β existen 

en 2 isoformas (α1, α2 y β1, β2 respectivamente) y la subunidad γ en 3 isoformas (γ1, 

γ2 y γ3). Esta enzima tiene una actividad de cinasa serina/treonina y es considerada 
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como sensor celular de energía, ya que responde a los niveles de AMP en relación a 

los niveles de ATP y tiene como efecto regular el metabolismo celular en diferentes 

tejidos (Hardie et al., 2012).  

Se ha demostrado que la AMPK es un sensor importante de la homeostasis energética 

en hipotálamo, ya que la señalización activada por las hormonas reguladoras del 

apetito converge en esta cinasa. Por una parte, leptina e insulina inhiben la actividad 

de AMPK,  en tanto que la grelina aumenta la actividad de AMPK, lo que resulta en el 

aumento o disminución de la expresión de los neuropéptidos orexigénicas o 

anorexigénicas (Huynh et al., 2016; Lim et al., 2010; Oh et al., 2016; Yang et al., 2010). 

 

Cuando la grelina llega al hipotálamo y se une a su receptor, induce la producción de 

glicerol (DAG) y fosfoinositol trifosfato (IP3), mediado por la activación de la fosfolipasa 

C. IP3 se une su receptor IP3R que se encuentra en el retículo endoplasmático 

induciendo la liberación y aumento de Ca2+ intracelular, lo que lleva a la activación de 

la proteína cinasa cinasa 2 dependiente de calcio/calmodulina (CaMKK2) la cual 

fosforila en treonina 172 a AMPK para activarla (Dickson et al., 2013; Huynh et al., 

2016). AMPK activa factores de transcripción, uno de ellos es la proteína de unión al 

elemento de respuesta a cAMP (CREB), dicho factor se une a los promotores de los 

genes de AgRP y Npy (neuropéptidos orexigénicos) e induce un aumento en la 

expresión de estos neuropéptidos (Anamthathmakula et al., 2015; Minokoshi et al., 

2004; Thomson et al., 2008). Otro factor de transcripción que es activado por AMPK y 

que aumenta la expresión de AgRP y Npy es FoxO1. AMPK fosforila a FoxO1 en 

Ser413/588 provocando su traslocación al núcleo, el aumento de la expresión de los 

neuropéptidos orexigénicos (Ren et al., 2012) y la disminución de la expresión del 

neuropéptido anorexigénico POMC (Ma et al., 2015).  

Por otra parte, la unión de leptina o insulina a sus respectivos receptores, evita que 

AMPK sea activada (Varela and Horvath, 2012).  Ambas hormonas activan la vía de 

fosfotidilinositol 3 cinasa (PI-3K/Akt) y  de la diana de rapamicina en células de 

mamimero (mTor), resultando en la activación de la cinasa P70-S6 que reconoce y 

fosforila a la AMPK en sitios de Serina485/491, provocando que LKB1 o CaMKK2 no sean 

capaces de reconocer y fosforilar a la AMPK, lo que genera disminución en la 
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expresión de los neuropéptidos orexigénicos  NPY  y AgRP (Dagon et al., 2012). 

Además, la leptina regula la vía de JAK/STAT, activando a la proteína transductora de 

señales y activadora de la transcripción 3 (STAT3), la cual tiene sitios de unión en el 

promotor del gen de POMC (Gamber et al., 2012) y de CART (Maniscalco and 

Rinaman, 2014) aumentando su expresión. Por otra parte STAT3 regula 

negativamente al promotor del gen de AgRP (Varela and Horvath, 2012). 

 

 

 

En condiciones fisiológicas normales, cuando la glucosa entra a la célula, se 

metaboliza mediante la glicolisis, obteniendo piruvato. El piruvato entra a la 

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

dinucleótido (NAD) y flavin adenina dinucleótido (FAD), que participan en la 

fosforilación oxidativa para la producción de ATP. Una parte del oxígeno que no es 

utilizado en la fosforilación oxidativa, es convertido a radicales libres de superóxido 

(O2
-), especie reactiva de oxígeno (ERO) y precursor de otras EROs, como el radical 

hidroxilo (OH-) y de especies no radicales, como el peróxido de hidrogeno (H2O2) 

(Evans et al., 2002; Kamata and Hirata, 1999).  Las EROs funcionan como segundos 

Figura 1. Regulación de la AMPK en el hipotálamo. (Modificado de Claret and Schneeberger, 2012) 
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mensajeros, pero en exceso pueden causar daño a las biomoléculas. Por eso, las 

células mantienen un equilibrio entre la generación y eliminación de las EROs por el 

sistema antioxidante endógeno, constituido por enzimas antioxidantes, como la 

glutatión peroxidasa, la superóxido dismutasa y la catalasa, entre otros (Lee et al., 

2004). Las EROs en el hipotálamo regulan las respuestas anorexigénicas y 

orexigénicas de manera diferencial (Drougard et al., 2015). Por una parte, la insulina 

aumenta la producción de O2
- mediante la activación de las NADPH oxidasas, a su vez 

estas especies potencian la activación de la vía de la insulina en hipotálamo de 

ratones, ya que aumentan la autofosforilación del receptor de insulina y la activación 

de la vía PI3K/Akt (Onoue et al., 2016) y el aumento en la fosforilación de la STAT3 

(Diano et al., 2011) activando los mecanismos mediados por la insulina y leptina 

(respectivamente) anteriormente mencionados (Onoue et al., 2016). De manera 

contraria, cuando existe disminución de las EROs se reduce la expresión de los 

neuropéptido POMC (Diano et al., 2011) y aumenta la expresión de los neuropéptidos 

NPY y AgRP (Andrews et al., 2008). 

Se ha reportado que en la diabetes mellitus existe un descontrol en la homeostasis 

energética, derivado de altos niveles de glucosa sanguínea. En consecuencia, existe 

aumento de la glicolisis, lo que induce un aumento en la producción de EROs, así 

como disminución del sistema de defensa antioxidante endógeno, lo que se define 

como estrés oxidativo. El estrés oxidante es capaz de dañar a organelos celulares 

como el retículo endoplasmático y la mitocondria, principales reservorios de calcio, 

ocasionando que este se libere y aumente la actividad de CaMKK2 y la fosforilación 

de AMPK y de esta manera aumenta la actividad de esta enzima aumenta la expresión 

de los neuropéptidos orexigénicos (Zündorf and Reiser, 2011). Otro mecanismo donde 

participa las EROs, es en la activación del factor de transcripción FoxO1 que también 

aumenta la expresión de Npy y AgRP (Yasrebi et al., 2016) y disminuye la de POMC 

(Ma et al., 2015). Es decir, el estrés oxidativo provoca el aumento en la expresión de 

neuropéptidos orexigénicos y la disminución de los neuropéptidos anorexigénicos. 

Esta situación puede simularse en modelos diabéticos inducidos con estreptozotocina, 

en los que se ha observado un aumento en los niveles séricos de grelina (Ishii et al., 

2002), que puede llevar a la activación de la AMPK y del factor de transcripción CREB 
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(Fisslthaler and Fleming, 2009) presentando un incremento en la expresión de Npy y 

AgRP, teniendo como consecuencia el aumento del apetito (Dong et al., 2006; Havel 

et al., 2000; Kahn et al., 2005; Ren et al., 2012).  

 

Considerando que el estrés oxidante afecta vías de señalización en hipotálamo, se 

han utilizado antioxidantes exógenos con la finalidad de disminuir el estrés oxidante y 

restablecer dichas señales (Modak et al., 2007). El Resveratrol (RSV), es una 

fitoalexina natural encontrada principalmente en las uvas y un potente antioxidante 

(Keylor et al., 2015). Ko et al., en 2015, reportó que una concentración de 20 M de 

RSV es capaz de reducir EROs y productos finales de la glicosilación avanzada, 

generados en la línea celular neuronal SH-SY5Y. Además, el tratamiento con 25, 50 y 

100 M de RSV en la línea celular 3T3-L1, induce la fosforilación y activación de AMPK 

(The172) (Chen et al., 2015). La disminución de la producción de las EROs generada 

por el tratamiento con 100 mg/kg de RSV se relaciona con la inhibición en la activación 

de la AMPK en tejido cerebral de ratas con estrés oxidante inducido con fructosa 

(Cheng et al., 2014). Esta misma dosis de RSV induce saciedad en ratones C57BL/6, 

a las 48 h después de la inyección por vía intraperitoneal (Kim et al., 2010), es decir 

se simula el efecto de las hormonas insulina y leptina. En DM no se ha descrito el papel 

del estrés oxidativo sobre la regulación de las moléculas que regulan la ingesta de 

alimento. Conocer los mecanismos que están implicados en la regulación de la ingesta 

de alimentos y si el EO y los antioxidantes regulan estos mecanismos, nos abre un 

nuevo panorama para entender procesos que pueden ser regulados durante la DM. 

Por lo anterior, el propósito de este estudio fue evaluar el estrés oxidativo su el efecto 

sobre la AMPK en tejido hipotalámico de ratas con DM (ensayos in vivo y ex vivo), así 

como moléculas rio arriba y abajo en la señalización de la AMPK.   
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CAPÍTULO I 

 

La activación de la AMPK hipotalámica por estrés oxidativo 

está relacionada a hiperfagia en ratas diabéticas 
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CAPÍTULO II 
Efecto ex vivo del resveratrol sobre el estrés oxidativo y la 

AMPK hipotalámica en ratas Wistar con hiperglucemia 
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Introducción  
 
La homeóstasis energética es regulada por una red de señales entre el sistema 

nervioso central (SNC) y órganos periféricos (Valassi et al., 2008). En esta red de 

señales participa el hipotálamo que recibe señales periféricas del estómago, páncreas 

y el tejido adiposo, de tal manera que induzcan (señales orexigénicas) o inhiban el 

apetito (señales anorexigénicas). (Roh and Kim, 2016).  

La grelina, se encarga de activar las señales oxigénicas, en tanto que la leptina e 

insulina, tienen un efecto anorexigénico (Thon et al., 2016; van Swieten et al., 2014). 

Siendo la vía que regula a la cinasa de AMP (AMPK) (Andersson et al., 2004; 

Minokoshi et al., 2004). la principal vía que induce un aumento o disminución de la 

expresión de las moléculas que regulan las señales de saciedad  (POMC y CART) 

(Varela and Horvath, 2012)  y apetito (AgRP y NPY) (Varela and Horvath, 2012). Se 

ha reportado que en la diabetes mellitus existe un descontrol en la homeostasis 

energética, derivado de altos niveles de glucosa sanguínea y al aumento en la 

producción de EROs, esto último superando a las defensas antioxidantes endógenas, 

conduciendo a la célula a un estado de estrés oxidativo(Valko et al., 2007). Se ha 

reportado que las EROs en el hipotálamo regulan las respuestas anorexigénicas y 

orexigénicas de diferentes maneras (Drougard et al., 2015). Por una lado, la insulina 

en el hipotálamo aumenta la producción de EROs, por activación de las NADPH 

oxidasas y esto a su vez aumenta la activación de la vías que son reguladas por la 

insulina, como la vía PI3K/Akt (Onoue et al., 2016); así como el incremento en la 

fosforilación de STAT3 (Diano et al., 2011) regulando los mecanismos mediados por 

la insulina anteriormente mencionados (Onoue et al., 2016)(26). Por el contrario, 

cuando existe disminución de las EROs, se reduce la expresión de POMC (Diano et 

al., 2011) y aumenta la expresión de Npy y AgRP (Andrews et al., 2008)., aunque se 

desconoce los mecanismos moleculares que llevan a la regulación de estos 

neuropeptidos. Debido a que el estrés oxidante afecta vías de señalización en 

hipotálamo, se plantea la utilización de antioxidantes exógenos con la finalidad de 

disminuir el estrés oxidativo y restablecer dichas señales (Modak et al., 2007).  

El Resveratrol (RSV), es una fitoalexina natural encontrada principalmente en las uvas 

y un potente antioxidante (Keylor et al., 2015).  Ko et al., en el 2015, reportó que el 
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RSV a una concentración de 20 M, es capaz de reducir a las EROS y a los productos 

finales de la glicosilación avanzada generados en la línea celular neuronal SH-SY5Y. 

El RSV también tiene efecto sobre la fosforilación de la AMPK, ya que en la línea 

celular 3T3-L1 la concentraciones de 25, 50 y 100 M de RSV aumentan la 

fosforilación de la AMPK, dependiente de la concentración (Chen et al., 2015). La 

activación de la AMPK por RSV está involucrada en la disminución de la producción 

de las EROs mediante la inhibición de la NADHP oxidasa, en tejido cerebral de ratas 

con estrés oxidante inducido con fructosa y tratadas con 100 mg/kg de RSV (Cheng et 

al., 2014); esta misma dosis de RSV induce saciedad en ratones C57BL/6, a las 48 h 

después de la inyección por vía intraperitoneal, este efecto es debido a que el RSV 

disminuye la expresión de los neuropéptidos Npy y AgRP por lo que este antioxidante 

puede tener efecto en la regulación de las señales orexigénicas y anorexigénicas en 

el hipotálamo que regulan la conducta alimentaria (Kim et al., 2010). 

Debido a que es poco estudiado sobre el estrés oxidante y su relación con la vía de 

señalización de la AMPK en hipotálamo, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto 

del RSV sobre la fosforilización de la AMPK hipotalámica y sobre proteínas rio arriba 

y abajo de su regulación, en tejido hipotalámico con hiperglucemia. 

 

Material y métodos 

Modelo animal 

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de entre 250-300 g de peso y 8 semanas de edad, 

que fueron obtenidas del Bioterio de la Facultad de Ciencias Químico Biológicas de la 

Universidad Autónoma de Guerrero. Para generar la hiperglucemia se inyectó una 

dosis única (60 mg/kg) de estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 

vía intraperitoneal. Después de 48 h de la inducción con STZ se midieron los niveles 

de glucosa sanguínea utilizando tiras reactivas y el glucómetro OneTouch® (LifeScan, 

Pensilvania EUA). Las ratas serán consideradas con hiperglucemia cuando presenten 

valores de glucosa sanguínea mayores a 250 mg/dL. Las ratas se mantuvieron durante 

28 días con hiperglucemia. Al término de cada uno de los tiempos se realizó el sacrificio 

de los animales para obtener el tejido hipotalámico. 
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Obtención del tejido hipotálamo y ensayo ex vivo 

Al término de los 28 días con hiperglucemia cada grupo de animales fueron sedados 

con pentobarbital sódico (120 mg/kg i.p. NOM-062-ZOO-1999) y se realizó la 

decapitación para obtener el tejido hipotalámico. Se empleó el aparato McIlwain Tissue 

Chopper para obtener cortes del hipotálamo de 300 m. Posteriormente, los cortes sé 

mantuvieron a 37 ºC en medio Krebs Heinseleit oxigenado (124 mM NaCl, 0.76 mM 

KCl, 1.24 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 2 mM CaCl2, 10 mM Glucosa, 26 mM Tris-HCl 

pH 7.4). Para el tratamiento con RSV se realizó una curva de dosis, utilizando 100 y 

200 M, diluido en DMSO (<1%). El estímulo con los tratamientos fue por 120 min, con 

una adaptación previa de 60 min, ambos a 37 ºC. Al término de la estimulación el tejido 

hipotalámico se separó en dos tubos, se homogeneizó en buffer de fosfatos 0.067 M 

pH 7.0, para la determinación del estrés oxidativo y otro en buffer de lisis RIPA (150 

mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 1% desoxicolato de sodio, 5 mM EDTA y 50 mM HEPES, 

pH 7.5), suplementado con pirofosfato de sodio, inhibidores de proteasas y fosfatasas, 

para la extracción de las proteínas totales. 

 

Niveles de malondialdehído 

El tejido hipotalámico homogenizado en buffer de 0.067 M pH 7.0 se centrifugó a 3000 

rpm durante 10 min a 4 ºC. Se utilizó el sobrenadante para medir los niveles de MDA. 

Los niveles de MDA en el hipotálamo se determinaron con el reactivo 1-metil-2-

fenilindole (MPI). Se utilizaron 200 l del sobrenadante previamente obtenido y se le 

adicionaron 650 l de MPI (10 mM) y 150 l de HCl al 37%. La mezcla se incubó por 

40 min a 45 ºC. El tubo se centrifugó a 7000 rpm por 10 min. Se utilizó el sobrenadante 

para medir el nivel de MDA por espectrofotometría en el Nanodrop 2000c a 586 nm. 

Se utilizó como estándar 1, 1, 3,3-tetrametoxipropano (Malondialdehído bis 

(dimetilacetal)) (Sigma. S. Louis, MO, USA). Los resultados se ajustaron con la 

concentración total de proteína. 

 

Cuantificación de la actividad de glutatión peroxidasa (GSH-Px). 

Se tomaron 50 µl del sobrenadante en buffer de 0.067 M pH 7.0, y se mezclaron con 

800 µL de solución redox (buffer de fosfatos 50 mM pH 7.0, EDTA 1 mM, azida de 
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sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, glutatión reductasa y 1 U/ml y glutatión reducido 1 mM) 

y se incubó durante 5 min a 37ºC.  Al término de la incubación se agregaron 100 µL 

de H2O2 0.25 mM mezclando por inversión. Se realizaron 3 lecturas (1 cada minuto 

durante 3 minutos) por espectrofotometría en el Nanodrop 2000c a 340 nm. Los 

cambios de absorbancia fueron promediados y el coeficiente de absorción milimolar 

del NADPH a 340 nm (6.22x106) fue empleado para cuantificar la actividad. Los 

resultados se ajustaron por mg de proteína. 

 

Extracción de proteínas y western blot  

La concentración de proteína total se determinó por el método de Bradford. Se realizó 

electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% con 20 µg de proteína total 

diluida en buffer de muestra (125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 0.01% 

azul de bromofenol, 10% β-mercaptoetanol). Las proteínas fueron transferidas a 

membranas de nitrocelulosa. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: anticuerpo 

monoclonal de conejo para p-AMPKα 1/2 (Thr172) (Cell Signalling), anticuerpo 

policlonal de conejo para AMPK (Santa Cruz), anticuerpo monoclonal de conejo para 

el receptor de insulina subunidad ß (Cell Signalling), anticuerpo monoclonal de conejo 

para neuropeptido Y (Cell Signalling), anticuerpo policlonal de conejo para GHS-R1a, 

anticuerpo monoclonal de conejo para GAPDH (Cell Signalling) y  anticuerpo policlonal 

anti-conejo acoplado a peroxidasa de rábano (Jackson Immunoreasearch). Los 

inmunocomplejos fueron detectados utilizando Immobilon y con el sistema de imagen 

ChemiDoc MP (Bio-Rad). 

 

Resultados 

 
 
Efecto del RSV ex vivo sobre los niveles de MDA en hipotálamo de ratas con 
hiperglucemia  
 
Para determinar el efecto del RSV (100 y 200 µM) ex vivo, sobre el nivel de MDA, se 

evaluó el nivel del MDA en hipotálamo de ratas Wistar con 28 días de hiperglucemia. 
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Encontramos que el tejido con HG aumentó 44% en comparación con el grupo C. Con 

el tratamiento con RSV, el nivel de MDA disminuyó 120% y 124%, para 100 y 200  µM, 

respectivamente, en comparación con el grupo HG (Figura 1). 

 

 

  

 

 
 
 
Efecto del RSV ex vivo sobre la actividad de la Gpx en hipotálamo de ratas con 
hiperglucemia  
 
Para evaluar el efecto del RSV (100 y 200 µM) sobre la actividad de la Gpx en 

hipotálamo de ratas Wistar, se determinó por espectrofotometría la actividad de está 

enzima en tejido hipotalámico de ratas Wistar con hiperglucemia. 

 

En el grupo con HG, la actividad de Gpx disminuyó 33% en comparación con el grupo 

C. Por otro lado, encontramos que después del tratamiento con las diferentes 

concentraciones de RSV, la actividad de la Gpx aumentó 18% con la dosis de 100 µM, 

Figura 1. Efecto del RSV sobre el nivel de MDA en hipotálamo de ratas Wistar con hiperglucemia. Para 

determinar el efecto del RSV (50, 100 y 200 µM), ex vivo, sobre el daño por EROs a lípidos, se determinó el nivel de 

MDA en hipotálamo de ratas Wistar. Datos mostrados en porcentaje respecto al control (media +/- desviación 

estandar), *p<0.05 vs. C; #p<0.05 vs. HG. 
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mientras que con 200 µM la actividad de la Gpx disminuyó 57%, en comparación con 

el grupo HG (Figura 2). 

 

   

 
 
 
 
 

 
Efecto del RSV ex vivo sobre los niveles proteicos de los receptores GHS-R1 y 

RIß en hipotálamo de ratas con hiperglucemia 

 
Se evaluó el efecto del RSV sobre los niveles proteicos de los receptores, un receptor 

orexigénico, GHS-R1a y un receptor anorexigénico RI ß. Para lo anterior se realizó 

Western blot de proteínas extraídas de tejido hipotalámico estimulado con RSV. Se 

encontró, que el receptor GHS-R1a, aumenta su expresión 32% en el grupo HG en 

comparación con el grupo C y que el tratamiento ex vivo con RSV 100 y 200 µM 

disminuye la expresión 40 y 80%, respectivamente comparación al grupo HG (Figura 

3 a, b).  

Figura 2. Efecto del RSV sobre la actividad de Gpx en hipotálamo de ratas Wistar con hiperglucemia. Para 

determinar el efecto del RSV (50, 100 y 200 µM), ex vivo, sobre la actividad de la Gpx, se determinó su actividad en 

hipotálamo de ratas Wistar. C: Control; HG: Hiperglucemia; HG-Veh: Vehículo; HG-RSV (100 μM): Hiperglucemia con 

100 μm de RSV; HG-RSV (200 μM): Hiperglucemia con 200 μm de RSV  Datos mostrados en porcentaje respecto al 

control (media +/- desviación estándar), *p<0.05 vs. C; #p<0.05 vs. HG. 
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Por otro lado, para el RI ß, se observó que en el grupo HG aumentó la expresión del 

receptor y que la dosis de 200 µM de RSV tiende a disminuir en comparación con el 

grupo HG (Figura 3 a, c). 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
Efecto del RSV ex vivo sobre la fosforilzación de la AMPK hipotalámica de ratas 
con hiperglucemia 
 
Para determinar el efecto ex vivo del RSV sobre la fosforilzación de la AMPK 

hipotalámica en ratas con hiperglucemia, se evaluó la expresión de la AMPK total y 

fosforilada en tejido hipotalámico de ratas Wistar con hiperglucemia. Se observó que 

la fosforilzación de la AMPK aumenta 50% en el grupo HG en comparación con el 

grupo C, y que está fosforilización disminuyó 41% con la dosis de 100 µM de RSV. Por 

otra parte, en la dosis de 200 µM, la fosforilzación aumenta 61% en comparación con 

el grupo HG (Figura 4). 

Figura 3. Efecto del RSV sobre los niveles proteicos de los receptores GHS-R1 y IRß en hipotálamo de ratas con 

hiperglucemia. Para determinar el efecto ex vivo del RSV sobre los niveles proteicos de los receptores GHS-R1 y IRß se 
realizó el Western blot, el control de carga se realizó mediante la detección de GAPDH. a) Western blot del efecto ex vivo del 
RSV sobre niveles proteicos  de GHS-R1 y IRß  en hipotálamo de ratas con hiperglucemia b) Comparación de los niveles 
proteicos  de GHS-R1 y c) IRß  en hipotálamo de ratas con hiperglucemia. C: Control; HG: Hiperglucemia; HG-Veh: Vehículo; 
HG-RSV (100 μM): Hiperglucemia con 100 μm de RSV; HG-RSV (200 μM): Hiperglucemia con 200 μm de RSV  Datos 
mostrados en porcentaje respecto al control (media +/- desviación estándar), *p<0.05 vs. C; #p<0.05 vs. HG. 
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Efecto del RSV ex vivo sobre el nivel proteico de NPY en hipotálamo de ratas 
con hiperglucemia 
 
Se evaluó el efecto del RSV sobre la expresión de NPY, esto se determinó por medio 

de Western blot utilizando proteínas extraídas de tejido hipotalámico de ratas Wistar 

con hiperglucemia, encontrando que en el grupo HG la expresión aumentó 112% en 

comparación con el grupo C. El tratamiento ex vivo con RSV no provocó cambios en 

la expresión del este neuropéptido orexigénico. 

 

Figura 4. Efecto del RSV sobre la fosforilación de AMPK hipotalámica de ratas con hiperglucemia. 
Para determinar el efecto ex vivo del RSV sobre la fosforilación de AMPK hipotalámica se realizó el Western 
blot para la detección de pThr-172 de la AMPK, el control de carga se realizó mediante la detección de 
AMPK total. A) Comparación del nivel de fosforilación de AMPK hipotalámica de ratas con hiperglucemia. 
B) Western blot del efecto ex vivo del RSV sobre la fosforilación de la AMPK. C: Control; HG: Hiperglucemia; 
HG-Veh: Vehículo; HG-RSV (100 μM): Hiperglucemia con 100 μm de RSV; HG-RSV (200 μM): 
Hiperglucemia con 200 μm de RSV  Datos mostrados en porcentaje respecto al control (media +/- desviación 
estándar), *p<0.05 vs. C; #p<0.05 vs. HG. 
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Discusión 
 
En resultados previos (Mendoza-Bello et al, 2021), encontramos que el estrés oxidativo 

regula la fosforilación de la AMPK así como también la expresión de ciertas moléculas 

rio arriba y abajo. Por esta razón se utilizó un tratamiento antioxidante (RSV) para 

poder observar si realmente el EO está directamente relacionado con la regulación de 

dichas moléculas. 

El tratamiento con RSV consistió en dos diferentes dosis, 100 y 200 µM, que 

permitieron evaluar su efectividad sobre los cambios en los niveles de MDA. Se 

Figura 5. Efecto del RSV sobre el nivel proteico del NPY en hipotálamo de ratas con hiperglucemia. Para 
determinar el efecto ex vivo del RSV sobre el nivel proteico del NPY en el hipotálamo se realizó el Western blot, el 
control de carga se realizó mediante la detección de GAPDH total. a) Western blot del efecto ex vivo del RSV sobre 
el nivel proteico de NPY en el hipotálamo de ratas con hiperglucemia. b) Comparación del nivel proteico de NPY en 
hipotalam ode ratas con hiperglucemia. C: Control; HG: Hiperglucemia; HG-Veh: Vehículo; HG-RSV (100 μM): 
Hiperglucemia con 100 μm de RSV; HG-RSV (200 μM): Hiperglucemia con 200 μm de RSV  Datos mostrados en 
porcentaje respecto al control (media +/- desviación estándar), *p<0.05 vs. C. 
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encontró que los niveles de MDA aumentan en el grupo HG en comparación con el 

grupo control, después de 28 días de HG. Al tratar el tejido hipotalámico con el RSV, 

se observó una disminución en el nivel de este marcador de daño a lípidos. De manera 

similar, Sadi and Konat, en el 2015, previamente observaron que el RSV disminuye los 

niveles de MDA en cerebro de ratas diabéticas, así también en cultivos de eritrocitos 

sujetos a estrés oxidativo (Pandey and Rizvi, 2009). El efecto protector del RSV, es 

debido a su capacidad para neutralizar las EROs y siendo eficaz para inhibir la 

peroxidación lipídica de las membranas (Leonard et al., 2003). Esta capacidad 

antioxidante está asociada a su estructura con grupos OH que son capaces de atraer 

a los radicales libres y neutralizarlos (Leonard et al., 2003).  

También se analizó la actividad de la enzima Glutatión peroxidasa y encontramos que 

en el grupo HG la actividad de la GPx disminuye, comportamiento similar a nuestros 

resultados previos (Mendoza-Bello, et al, 2021). Al evaluar el efecto del RSV sobre la 

actividad de esta enzima, observamos un aumento en su actividad con la dosis de 100 

µM, pero una disminución con la dosis de 200 µM. El efecto de un antioxidante 

exógeno es dependiente de la dosis: algunas moléculas son reguladas de acuerdo a 

la concentración del RSV que se le administre al sistema de estudio (Sadi and Konat, 

2015). Para el caso de 200 µM, en donde encontramos que el RSV disminuye la 

actividad de la Gpx, puede deberse a que en concentraciones altas el RSV es capaz 

de neutralizar completamente a las EROs (Song et al., 2018), evitando que estas 

moléculas cumplan su función de regular la expresión de las enzimas antioxidantes 

endógenas (J. Zhang et al., 2016). Con esto podríamos concluir que el RSV regula el 

estrés oxidativo, mediante la disminución del nivel de MDA y la regulación de la 

actividad de la Gpx, en forma dependiente de la dosis. 

Después de observar el efecto del RSV sobre el estrés oxidativo, analizamos por 

medio de WB la expresión de los receptores a grelina e insulina, importantes 

reguladores de la ingesta de alimentos en el hipotálamo (Kohno et al., 2008; Thon et 

al., 2016). Al analizar la expresión de GHS-R1a, observamos que su expresión 

aumenta en condiciones de hiperglucemia, mientras que el tratamiento con RSV 

disminuye la expresión de este receptor. 
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Considerando que el GHS-R1a regula positivamente el apetito, encontrar su expresión 

elevada en condiciones de HG nos sugiere un mecanismo por el cual en condiciones 

diabéticas la hiperfagia se mantiene. Esta regulación positiva en la expresión puede 

estar acorde al estado de alimentación en el que se encuentre el animal, ya que en 

estados de ayuno prolongado aumenta la expresión de este receptor (Kim et al., 2003). 

Aunque se conoce que en condiciones de DM se mantiene la hiperfagia y esto se 

podría traducir a que no existe ayuno, a nivel celular no hay entrada de glucosa, debido 

a la resistencia a la insulina o niveles reducidos de esta hormona que puedan regular 

correctamente la captación de glucosa (Alwahsh et al., 2017). Asimismo, el 

funcionamiento correcto de neuronas que censan los niveles de glucosa y regulan la 

señales a nivel del núcleo arcuato, principal núcleo que regula la ingesta de alimentos 

en el hipotálamo podría estar afectado y por lo tanto llevando al aumento de la 

captación de glucosa a nivel del hipotálamo (Wang et al., 2004). Para el caso del 

receptor de insulina, encontramos una expresión variada en cada uno de los grupos, 

hay que considerar que la expresión del RI en el cerebro es poco estudiada, aunque 

en otros tejidos el estrés oxidativo la puede regular tanto positiva y como 

negativamente (Gual et al., 2005; Hayes and Lockwood, 1987). 

Después de observar el aumento en la fosforilación de la AMPK en condiciones de 

hiperglucemia, se trató el tejido con RSV, encontrando que en dosis de 100 µM la 

fosforilación de la AMPK disminuye. Este efecto puede ser debido a la capacidad 

antioxidante del RSV, ya que se ha reportado que en condiciones de estrés oxidativo 

aumenta los niveles de calcio intracelular teniendo efecto sobre la activación de la 

CaMKK2 y este a su vez disminuyendo la fosforilización de la AMPK (Anderson et al., 

2008). Por otra parte, observamos que la dosis de 200 µM aumenta la fosforilación de 

la AMPK. Este mecanismo puede ser debido que al RSV aparte de su capacidad 

antioxidante, se le ha atribuido otras funciones, como la de regular proteínas como las 

sirtuinas (SIRT) (Tian et al., 2016). SIRT1 regula la fosforilación de la AMPK (Kulkarni 

and Cantó, 2015), y esto puede ser dependiente de la dosis de RSV que se administré 

al sistema de estudio. Por último, se analizó la expresión del neuropéptido Y, un 

neuropéptido orexigénico, encontrando que en condiciones de HG aumenta su 

expresión, y esto puede ser debido a la misma condición de EO que mantiene activada 
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la vía de la AMPK tendiendo como consecuencia el aumento en la expresión de dicho 

neuropéptido (Namkoong et al., 2005). Al tratar el tejido con RSV observamos que no 

hay cambios en la expresión del NPY, se esperaba que la expresión de NPY 

disminuyera en relación con la disminución de la fosforilación de la AMPK. Se ha 

reportado que algunos antioxidantes exógenos y endógenos regulan la expresión, 

positiva y negativa, de neuropéptidos y que este podría ser el mecanismo que explique 

porque en dosis de 100 y 200 µM no observamos la disminución esperada (Kuo et al., 

2015). Por lo tanto, se puede concluir que el efecto del RSV es dependiente de sus 

dosis administrada. 
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Discusión 
 

En el presente trabajo se observó que la hiperglucemia durante 7, 14 y 28 días, 

aumenta la ingesta diaria de alimento en las ratas Wistar. Estos resultados pueden 

explicar que existe una desregulación tanto de hormonas que regulan el apetito como 

las vías de señalización en el hipotálamo, órgano que se encarga de regular las 

señales de apetito y saciedad. Se ha demostrado que durante la hiperglucemia existe 

un aumento en las concentraciones sanguíneas de grelina (Al Qarni et al., 2017), 

principal hormona orexigénica, y que esto puede provocar que aumente el apetito 

(Dong et al., 2006; Ishii et al., 2002).  

Cuando existe hiperglucemia se ha reportado que se genera estrés oxidativo y que 

este está implicado en la modificación de señales celulares (Maiese, 2015). El estrés 

oxidativo tiene implicación importante en el hipotálamo, ya que es capaz de regular las 

señales que se llevan a cabo en esta zona del cerebro y por lo tanto puede regular el 

consumo de alimentos (Gyengesi et al., 2012). En nuestros resultados se observó que 

el nivel de MDA, producto de la lipoperoxidación que se utiliza como marcador de 

estrés oxidativo, tiende a aumentar en relación con el tiempo en el que se mantenga 

la hiperglucemia (7, 14 y 28 días). Estos son comparables en modelos animales de 

diabetes donde se ha determinado los niveles de MDA en plasma a los 28 días y donde 

se observó un aumento en los niveles de este marcador en comparación con el grupo 

control (Gwarzo et al., 2014).  

Por otro lado, la actividad antioxidante endógena puede verse regulada por las 

concentraciones de EROs. Nuestros resultados muestran una tendencia a aumentar 

la actividad de la Gpx en condiciones de hiperglucemia. Esto puede ser debido, al 

aumento de las EROs, ya que se ha demostrado que las EROs son capaces de 

actividad al factor de transcripción factor nuclear (derivado de eritroide 2) similar al 2 

(Nrf2), que reconoce a sitios especificos en el ADN conocidos como elementos de 

respuesta a antioxidantes (ARE) y que al unirse aumenta la expresión de las enzimas 

antioxidantes pudiendo significar un aumento en los niveles proteicos de la Gpx y por 

ende aumento en su actividad. 

Aunado al aumento en la ingesta de alimentos y a la determinación del daño oxidativo, 

se evaluó la fosforilación de la AMPK en el hipotálamo, ya que esta cinasa es la 
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principal molécula que regula la ingesta de alimentos. Nuestros resultados muestran 

que la fosforilación de la AMPK tiende a aumentar con 7, 14 y 28 días de 

hiperglucemia. Este tendencia en el aumento en la fosforilación puede estar 

relacionada con el establecimiento del posible estrés oxidativo, ya que se ha reportado 

que el estrés oxidativo provoca el aumento en los niveles de Ca2+ (Gyengesi et al., 

2012; Raney and Turcotte, 2008), provocando una sobreactivación de CaMKK2 y el 

aumento en la fosforilación de la AMPK (Anderson et al., 2008), que podría llevar al 

aumento en la expresión de Npy  y AgRP [31–33] y la disminución de POMC y CART 

(Havel et al., 2000; Ma et al., 2008; Oh et al., 2016). 

 

Se ha reportado que durante la hiperglucemia se genera estrés oxidativo, este estado 

se relaciona con la modificación de señales celulares (Maiese, 2015). El estrés 

oxidativo tiene implicación importante en el hipotálamo, ya que es capaz de regular las 

señales que se llevan a cabo en esta zona del cerebro y por lo tanto puede regular el 

consumo de alimentos (Gyengesi et al., 2012). 

Para evaluar el efecto del RSV directamente sobre el tejido hipotalámico, se empleó el 

ensayo ex vivo y el medio Krebs-Heinseleit, este último para mantener a las células 

hipotalámicas vivas y funcionales (Bailey and Ong, 1978; Minasian et al., 2013). Los 

tratamientos de RSV se emplearon a diferentes dosis, 50, 100 y 200 µM, esto para 

evaluar su efectividad sobre los cambios en los niveles de MDA. De acuerdo con los 

resultados, se encontró que los niveles de MDA tienden a aumentar en el grupo HG 

en comparación con el grupo control, después de 28 días de HG. Al tratar el tejido 

hipotalámico con las diferentes dosis de RSV, se observó una tendencia a disminuir 

los niveles de MDA, en todas las dosis, 50, 100 y 200 µM, en comparación con el grupo 

HG. Sadi and Konat, en el 2015, observaron que el RSV disminuye los niveles de MDA 

en cerebro de ratas diabéticas, así también en cultivos de eritrocitos sujetos a estrés 

oxidativo (Pandey and Rizvi, 2009). El RSV El efecto protector del RSV, es debido a 

su capacidad para neutralizar las ROS y siendo eficaz para inhibir la peroxidación 

lipídica de las membranas (Leonard et al., 2003). Encontramos que el RSV induce el 

aumento en la actividad de la Gpx en la dosis de 50 µM, pero caso contrario, esta 

actividad disminuye en la dosis de 200 µM. Se ha demostrado que el RSV aumenta la 
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actividad de la Gpx en cerebro de ratas diabéticas (Sadi and Konat, 2015). Después 

de observar el efecto del RSV sobre el estrés oxidativo, analizamos por medio de WB 

la expresión de los receptores a grelina e insulina, importantes reguladores de la 

ingesta de alimentos en el hipotálamo (Kohno et al., 2008; Thon et al., 2016). Al 

analizar la expresión de GHS-R1a, observamos que su expresión aumenta en 

condiciones de hiperglucemia, mientras que el tratamiento con RSV, tanto en la 

concentración de 50, 100 y 200 µM, disminuye la expresión de este receptor. 

Considerando que el GHS-R1a regula positivamente el apetito, encontrar su expresión 

elevada en condiciones de HG nos aporta que este podría ser un mecanismo por el 

cual en condiciones diabéticas la hiperfagia se mantiene. Esta regulación positiva en 

la expresión puede ser acorde al estado de alimentación en el que se encuentre el 

animal, encontrando que en estados de ayuno prolongado aumenta la expresión de 

este receptor (Kim et al., 2003). Aunque se conoce que en condiciones de DM se 

mantiene la hiperfagia y esto se podría traducir a que no existe ayuno, a nivel celular 

las células carecen de entrada de glucosa, esto debido por la resistencia a la insulina 

o disminución de esta hormona que pueda regular correctamente la captación de 

glucosa (Alwahsh et al., 2017), así como también el funcionamiento correcto de 

neuronas que censan los niveles de glucosa y que a su vez regulan la señales a nivel 

del núcleo arcuato, principal núcleo que regula la ingesta de alimentos en el hipotálamo 

(Wang et al., 2004). Para el caso del receptor de insulina, encontramos una expresión 

variada en cada uno de los grupos, hay que considerar que la expresión del RI en el 

cerebro es poco estudiada, aunque en otros tejidos se ha encontrado que el estrés 

oxidativo puede regular tanto positiva y negativamente (Gual et al., 2005; Hayes and 

Lockwood, 1987). 

Después de observar el aumento en la fosforilación de la AMPK en condiciones de 

hiperglucemia, se trató el tejido con RSV, encontrando que en dosis de 50 y 100 µM 

la fosforilación de la AMPK disminuye. Este efecto puede ser debido a la capacidad 

antioxidante del RSV, ya que se ha reportado que en condiciones de EO aumenta los 

niveles de Ca2+ intracelular teniendo efecto sobre la activación de la CaMKK2 y este a 

su vez sobre la fosforilación de la AMPK, disminuyendo su fosforilación (Anderson et 

al., 2008). Por otra parte, observamos que la dosis de 200 µM aumenta la fosforilación 
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de la AMPK. Este mecanismo puede ser debido que al RSV aparte de su capacidad 

antioxidante, se le ha atribuido otras funciones, como la de regular proteínas como 

puede ser las sirtuinas (Tian et al., 2016). Una de las sirtuinas, la SIRT1 es capaz de 

regular la fosforilación de la AMPK (Kulkarni and Cantó, 2015), y que esto puede ser 

dependiente de la dosis de RSV que se administré al sistema de estudio. Por último 

se analizó la expresión del neuropéptido Y, un neuropéptido orexigénico, encontrando 

que en condiciones de HG aumenta su expresión, y esto puede ser debido a la misma 

condición de EO que mantiene activada la vía de la AMPK tendiendo como 

consecuencia el aumento en la expresión de dicho neuropéptido (Namkoong et al., 

2005). Al tratar el tejido con RSV observamos que no hay cambios en la expresión del 

NPY, se esperaba que la expresión de NPY disminuyera en relación con la disminución 

de la fosforilación de la AMPK. Se ha reportado que algunos antioxidantes exógenos 

y endógenos regulan la expresión, positiva y negativa, de neuropéptidos y que este 

podría ser el mecanismo que explique porque en ninguna de la dosis no observamos 

la disminución esperada (Kuo et al., 2015). Con esto se concluye que el estrés 

oxidativo regula la vía de señalización de la AMPK en el hipotálamo y que esto afecta 

la conducta alimentaria y que al estimular el tejido con un antioxidante (Resveratrol) el 

estrés oxidativo disminuye, estableciendo la vía de señalización de la AMPK.  
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