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Resumen

Durante la diabetes mellitus (DM), hay un aumento de los niveles de glucosa en
sangre, una elevada produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés
oxidativo (EO). La relacién entre el EO y la fosforilacion de la proteina quinasa activada
por AMP (AMPK), una quinasa que regula las sefiales que inducen el apetito y la
saciedad en el hipotalamo, 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 dias con DM (7D, 14D y 28D), y su respectivo control
(C). Se calcul6 la ingesta de alimentos para determinar la hiperfagia. Se extrajo el
hipotalamo para evaluar marcadores del EO (Glutatién peroxidasa y malondialdeido)
por espectrofotometria; se determind la fosforilacion de AMPK, la expresion del
receptor de ghrelina (GHS-R1a), del receptor de insulina (RI) y de Neuropéptido Y
(NPY) por Western blot. Se observé un aumento significativo del consumo de
alimentos en los grupos experimentales. El nivel de malondialdehido (MDA) disminuyé
en el grupo 7D (33%) y aumento significativamente en el grupo 28D (90%), la actividad
de la enzima glutation peroxidasa (GPx) aumentd en el grupo 7D (70%) y disminuyo
en el grupo 28D (34%) y la fosforilacion de la AMPK aument6 significativamente en el
grupo 28D (86%). En condiciones ex vivo, en animales con 28 dias de hiperglucemia,
la actividad de la Gpx aument6 en un 195%, el nivel de MDA disminuyd en un 87%, la
fosforilacién de la AMPK disminuy6 en un 53% y la expresion de GHS-R1a disminuyé
en un 66%, al tratar el tejido hipotaldmico hiperglucémico con un antioxidante. La
expresion del Rl no se observan cambios significativos en ninguna de las condiciones.
La expresion del NPY aumenta en la hiperglucemia, y el tratamiento con antioxidantes
no regula el aumento de la expresién de este neuropéptido orexigenico. En conclusion,
la activacion de la AMPK se relaciona con el aumento de los marcadores de estrés

oxidativo en ratas hiperglucémicas e hiperfagicas.



Introduccién

La principal zona del sistema nervioso central (SNC) que regula la conducta
alimentaria es el hipotalamo, el cual se localiza alrededor del tercer ventriculo, por
debajo del talamo y arriba de la eminencia media. El hipotalamo se divide en diversos
ndcleos: nucleo arcuato (ARC), nucleo paraventricular (PVN), ndcleo ventromedial
(VMH), nucleo dorsomedial (DMH) y &rea lateral (LH), siendo el ARC, el area que
recibe las sefiales de la periferia (Roh and Kim, 2016).

La conducta alimentaria se regula a partir de sefiales derivadas de 6rganos periféricos
y de sefiales centrales derivadas del hipotdlamo (Valassi et al., 2008). Dichas sefiales
se definen como sefiales orexigénicas (inhibidoras del apetito) y anorexigénicas
(activadoras del apetito).

Dentro de las sefiales periféricas se encuentra la grelina, secretada en el estdmago, la
cual al activar a su receptor (GHS-R1a) en el hipotalamo, induce la expresion de
neuropéptidos orexigénicos como neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada con
Agouti (AgRP). En tanto que la leptina e insulina, secretadas en tejido adiposo y
pancreas respectivamente, al activar a sus respectivos receptores en el hipotalamo
(LepR e IR) tienen un efecto anorexigénico (Thon et al., 2016; van Swieten et al., 2014),
ya que estimulan la expresion de neuropéptidos anorexigénicos como
proopiomelanocortina (POMC) vy el transcrito relacionado con cocaina y anfetaminas
(CART).

Cuando estas hormonas se unen a su respectivo receptor en el hipotalamo inducen
cascadas de sefializacion, las cuales convergen en la activacion de la cinasa activada
por AMP (AMPK) la principal sefializacion que induce un aumento o disminucion de la
expresion de las moléculas neuropeptidicas (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 catalitica
denominada a, y por dos subunidades reguladoras B y y. Las subunidades a y 3 existen
en 2 isoformas (a1, a2 y B1, B2 respectivamente) y la subunidad y en 3 isoformas (y1,

y2 y y3). Esta enzima tiene una actividad de cinasa serina/treonina y es considerada



como sensor celular de energia, ya que responde a los niveles de AMP en relacion 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 hipotalamo, ya que la sefializacién 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 disminucién de la expresion 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 hipotalamo y se une a su receptor, induce la produccion de
glicerol (DAG) y fosfoinositol trifosfato (IPs), mediado por la activacion de la fosfolipasa
C. IP3 se une su receptor IP3R que se encuentra en el reticulo endoplasmatico
induciendo la liberacién y aumento de Ca?* intracelular, lo que lleva a la activacion de
la proteina 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 transcripcion, uno de ellos es la proteina de unién al
elemento de respuesta a cCAMP (CREB), dicho factor se une a los promotores de los
genes de AgRP y Npy (neuropéptidos orexigénicos) e induce un aumento en la
expresion de estos neuropéptidos (Anamthathmakula et al., 2015; Minokoshi et al.,
2004; Thomson et al., 2008). Otro factor de transcripcion que es activado por AMPK y
gue aumenta la expresion de AgRP y Npy es FoxO1l. AMPK fosforila a FoxO1l en
Ser#13/588 provocando su traslocacion al nucleo, el aumento de la expresion de los
neuropéptidos orexigénicos (Ren et al., 2012) y la disminucién de la expresion del
neuropéptido anorexigénico POMC (Ma et al., 2015).

Por otra parte, la union de leptina o insulina a sus respectivos receptores, evita que
AMPK sea activada (Varela and Horvath, 2012). Ambas hormonas activan la via de
fosfotidilinositol 3 cinasa (PI-3K/Akt) y de la diana de rapamicina en células de
mamimero (mTor), resultando en la activacion de la cinasa P70-S6 que reconoce y
fosforila a la AMPK en sitios de Serina*8%491 provocando que LKB1 o CaMKK2 no sean

capaces de reconocer y fosforilar a la AMPK, lo que genera disminucién en la



expresion de los neuropéptidos orexigénicos NPY y AgRP (Dagon et al., 2012).
Ademas, la leptina regula la via de JAK/STAT, activando a la proteina transductora de
sefales y activadora de la transcripcion 3 (STAT3), la cual tiene sitios de union en el
promotor del gen de POMC (Gamber et al., 2012) y de CART (Maniscalco and
Rinaman, 2014) aumentando su expresion. Por otra parte STAT3 regula
negativamente al promotor del gen de AgRP (Varela and Horvath, 2012).

Grelina

Ghsrla = ‘&

o
\,eQ

rrrrr

LepR

Efectos Efectos
Anorexigénicos orexigénicos

Figura 1. Regulacion de la AMPK en el hipotalamo. (Modificado de Claret and Schneeberger, 2012)
En condiciones fisiolégicas 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
dinucleotido (NAD) y flavin adenina dinucledtido (FAD), que participan en la
fosforilacion oxidativa para la produccion de ATP. Una parte del oxigeno que no es
utilizado en la fosforilacion oxidativa, es convertido a radicales libres de superoxido
(O2), especie reactiva de oxigeno (ERO) y precursor de otras EROs, como el radical
hidroxilo (OH") y de especies no radicales, como el peroxido de hidrogeno (H202)
(Evans et al., 2002; Kamata and Hirata, 1999). Las EROs funcionan como segundos



mensajeros, pero en exceso pueden causar dafio a las biomoléculas. Por eso, las
células mantienen un equilibrio entre la generacion y eliminacién de las EROs por el
sistema antioxidante enddgeno, constituido por enzimas antioxidantes, como la
glutatiéon peroxidasa, la superoxido dismutasa y la catalasa, entre otros (Lee et al.,
2004). Las EROs en el hipotdlamo regulan las respuestas anorexigénicas y
orexigénicas de manera diferencial (Drougard et al., 2015). Por una parte, la insulina
aumenta la produccion de Oz mediante la activacion de las NADPH oxidasas, a su vez
estas especies potencian la activacion de la via de la insulina en hipotdlamo de
ratones, ya que aumentan la autofosforilacion del receptor de insulina y la activacion
de la via PI3K/Akt (Onoue et al., 2016) y el aumento en la fosforilacion 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 disminuciéon de las EROs se reduce la expresion de los
neuropéptido POMC (Diano et al., 2011) y aumenta la expresion 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 sanguinea. En consecuencia, existe
aumento de la glicolisis, lo que induce un aumento en la produccién de EROs, asi
como disminucion del sistema de defensa antioxidante endbgeno, lo que se define
como estrés oxidativo. El estrés oxidante es capaz de dafiar a organelos celulares
como el reticulo endoplasmatico y la mitocondria, principales reservorios de calcio,
ocasionando que este se libere y aumente la actividad de CaMKK?2 vy la fosforilacién
de AMPK y de esta manera aumenta la actividad de esta enzima aumenta la expresion
de los neuropéptidos orexigénicos (Zundorf and Reiser, 2011). Otro mecanismo donde
participa las EROs, es en la activacion del factor de transcripcion FoxO1 que también
aumenta la expresion 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 expresiéon de
neuropéptidos orexigénicos y la disminucion de los neuropéptidos anorexigénicos.
Esta situacion 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 activacién de la AMPK y del factor de transcripcion CREB



(Fisslthaler and Fleming, 2009) presentando un incremento en la expresion 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 vias de sefalizacion en hipotalamo, se
han utilizado antioxidantes exdgenos con la finalidad de disminuir el estrés oxidante y
restablecer dichas sefales (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, reportdé que una concentracién de 20 uM de
RSV es capaz de reducir EROs y productos finales de la glicosilacion avanzada,
generados en la linea celular neuronal SH-SY5Y. Ademas, el tratamiento con 25, 50 y
100 uM de RSV en la linea celular 3T3-L1, induce la fosforilacion y activacion de AMPK
(Thel’?) (Chen et al., 2015). La disminucién de la produccién de las EROs generada
por el tratamiento con 100 mg/kg de RSV se relaciona con la inhibicién en la activacion
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 inyeccién por via 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 regulacion de las moléculas que regulan la ingesta de
alimento. Conocer los mecanismos que estan implicados en la regulacion 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 propésito de este estudio fue evaluar el estrés oxidativo su el efecto
sobre la AMPK en tejido hipotalamico de ratas con DM (ensayos in vivo y ex vivo), asi

como moléculas rio arriba y abajo en la sefializacién de la AMPK.
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The activation of hypothalamic AMP-activated protein kinase
by oxidative stress is related to hyperphagia in diabetic rats
Juan M. Mendoza-Bello?, Martha |. Barragan-Bonilla®,

Ménica Ramirez®, Eugenia Flores-Alfaro®, Alejandro Millan-Vega®,

Juan Parra-Abarca® and Monica Espinoza-Rojo®

Objective During diabetes, there are increased blood
glucose levels and oxidative stress. The relationship
between oxidative stress and the phosphorylation of
AMP-activated protein kinase at the hypothalamic level
has been little studied. The objective of this study was

to analyze the relationship between oxidative stress and
AMP-activated protein kinase activation in Wistar rats with
hyperphagia and hyperglycemia.

Methods Rats at 7, 14, and 28days with diabetes
were used. Control rats were included. Food intake was
calculated to determine hyperphagia. The hypothalamus
was extracted to evaluate oxidative stress markers by
spectrophotometry; phosphorylation of AMP-activated
protein kinase, growth hormone receptor 1a, and
neuropeptide Y expression were determined by Western
blot.

Results There was a significant increase in the
consumption of food in the experimental groups. The
level of malondialdehyde decreased in the 7-day group
(33%) and increased significantly in the 28-day group
(90%), glutathione peroxidase activity increased in the
7-day group (70%) and decreased in the 28-day group
(34%), and the phosphorylation of AMP-activated protein
kinase increased significantly in the 28-day group

(86%). Under ex-vivo conditions in animals with 28

Introduction

The AMP-activated protein kinase (AMPK) has been
considered a cellular energy sensor; this kinase regu-
lates cellular metabolism in different tissues. Centrally,
AMPK regulates hormone-activated peripheral signals
to maintain energy balance and eating behavior [1]. The
regulation of eating behavior occurs at the central level
in the hypothalamus, where the expression of neuro-
peptides is regulated as follows: those that induce appe-
tite, including neuropeptide Y (NPY) and agouti-related
protein (AgRP), and those that induce satiety, including
proopiomelanocortin (POMC) and transcript regulated
by cocaine/amphetamine (CART) [2]. To stimulate the
appetite, ghrelin, an orexigenic hormone, is released from
the stomach, it reaches the hypothalamus through the
bloodstream to bind to the growth hormone receptor la
(GHS-R1a); this stimulates phospholipase C, producing
diacyl glycerol, and phosphoinositol triphosphate (IP3).

0959-4965 Copyright © 2021 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

days of hyperglycemia, glutathione peroxidase activity
increased 195%, the malondialdehyde level decreased
87%, phosphorylation of AMP-activated protein kinase
decreased 53%, and growth hormone receptor 1a
expression decreased 66%, when treating hyperglycemic
hypothalamic tissue with an antioxidant. NPY expression
increased in hyperglycemia, and antioxidant treatment did
not regulate its expression.

Conclusions The activation of AMP-activated

protein kinase is related with an increase in oxidative
stress markers in hyperglycemic and hyperphagic rats.
NeuroReport 33: 72-80 Copyright © 2021 Wolters Kluwer
Health, Inc. All rights reserved.

NeuroReport 2022, 33:72-80
Keywords: AMP-dependent kinase, diabetes, food intake, oxidative stress

“Laboratorio de Biologia Malecular y Gendmica, Facultad de Ciencias Quimico-
Bioldgicas, "Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), °Lab-
oratorio de Investigacion en Epidemiologia Clinica y Molecular, Facultad

de Ciencias Quimico-Biologicas and “Laboratorio de Biologia Molecular,
Universidad Autonoma de Guerrero, Mexico

Correspondence to Monica Espinoza-Rojo, PhD, Laboratorio de Biologia
Molecular y Genémica, Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas, Universidad
Auténoma de Guerrero, Av. Lazaro Cardenas S/N, Ciudad Universitaria, 39090
Chilpancingo de los Bravo, Gro., México

Tel: +52 747 471 9310 x3600; e-mail: monicaespinoza@uagro.mx

Received 11 October 2021 Accepted 19 November 2021

IP3 is a second messenger that binds to its receptor (IP3R)
in the endoplasmic reticulum and causes the release of
Ca* into the cytosol [3]. On increasing (1az+, the calcium/
calmodulin-dependent protein kinase (CaMKKII) is acti-
vated, which phosphorylates AMPK in the threonine 172
residue. AMPK activates transcription factors such as the
cAMP-response element binding protein (CREB) and
the Forkhead box protein O1, which act on the promoter
region of NPY and AgRP genes, promoting their expres-
sion and inducing appetite [4,5]. To achieve energy bal-
ance and stimulate satiety, leptin and insulin are secreted
by the adipose tissue and the pancreas, respectively. The
binding of both hormones to their respective receptors
(LepR, for leptin and IR for insulin) in the hypothalamus
triggers the activation of the PI-3K/AK'T pathway that
promotes the activation of the mammalian target of rapa-
mycin/P70-S6 kinase, which is capable of phosphorylat-
ing AMPK at serine 485/491 sites, reducing the ability of

DOI: 10.1097/WNR.0000000000001759
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CaMKKII to phosphorylate AMPK and resulting in the
low expression of NPY and AgRP and decreased appe-
tite [6]. In addition, when leptin binds to a receptor, it
triggers the activation of the JAK/STAT pathway, and
consequently, the activation of the signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3); this protein is a tran-
scription factor that binds to the POM(C gene promoter to
induce its expression and stimulating satiety [7]. STAT3
also acts on the promoters of the AgRP [8] and NPY [9]
genes to decrease their expression, negatively regulating
appetite signals. Any alteration to the regulation of appe-
tite satiety can generate the excessive need to consume
food (hyperphagia) or the lack of appetite (anorexia). In
metabolic diseases such as diabetes, the prevalence of
hyperphagia aggravates the diabetic condition [10]. In
streptozotocin-induced diabetic models, an increase in
serum ghrelin levels [11,12], AMPK overactivation [13],
and increased the expression of NPY and AgRP and,
therefore hyperphagia, has been observed [11,14]. This
increase in food intake aggravates the hyperglycemia,
and through glycolysis, increases the production of reac-
tve oxygen species (ROS) and decreases endogenous
antioxidant defenses, which is denominated oxidative
stress. During oxidative stress, there is damage to macro-
molecules, such as lipids, proteins, and DNA, giving rise
to alterations in cell signaling pathways and gene expres-
sion [15]. It has been reported that oxidative stress can
cause neuroinflammation and neurodegeneration and
that AMPK activity is closely related to these damaging
effects at brain level [16].

However, little is known about the relationship between
oxidative stress in the hypothalamus and AMPK activa-
tion in the progression of diabetes. Therefore, the objec-
tive of this study was to analyze the relationship between
oxidative stress and AMPK activation at the hypothalamic
level in Wistar rats with hyperphagia and hyperglycemia.

Methods

Animal model

Male rats of the Wistar strain (n = 4-6) obtained from
the Bioterium of the Facultad de Ciencias Quimico
Biologicas of the Universidad Auténoma of Guerrero,
8 weeks of age, and with an approximate weight of
250-300g, were used. They were treated under the
conditions indicated in Mexican NOM-062-Z00-1999
(Technical Specifications for the Production, Care and
Use of Laboratory Animals) and the rules established by
the Ethies Commission of the Universidad Autonoma de
Guerrero with document No. 01/CICUAL. The animals
were placed in individual boxes, with free access to water
and standard food (LLabDiet 5001, St. Louis, Missouri,
USA). They were kept under a 12-hour light/dark cycle.
The experiment was divided into 3 times/groups: 7, 14,
and 28days. Each of the groups was subdivided into 2
groups as follows: the control group and the group with
diabetes. To induce diabetes, a single dose of 60 mg/kg

intraperitoneal (i.p.) streptozotocin was administered
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). After 48 hour
of streptozotocin administration, the blood glucose level
was determined using test strips and the OneTouch
glucometer (LifeSpan, Inc, Milpitas, California, USA).
Rats with blood glucose levels above 250 mg/dL were
included in the diabetes group. After 7 (group 7day), 14
(group 14day), or 28 (group 28 day) days, glucose concen-
trations were determined. T'he animals were sacrificed for
dissection of the hypothalamus to determine the activity
of the antioxidant enzyme glutathione peroxidase (GPx),
the level of malondialdehyde that defines oxidative dam-
age to lipids by ROS, and AMPK activation.

Body weight and food intake

Daily body weight (BW) was determined at a certain
fixed time. The amount of food consumed was measured
daily. Daily food intake was adjusted for each 100 g of the
BW of each animal.

Dissection of the hypothalamic tissue

The animals were sedated with sodium pentobarbiral
(120 mg/kg i.p., according to NOM-062-Z0O0-1999) and
sacrificed by decapitation to obtain hypothalamic tissue.
The hypothalamic tissue was separated into 2 fragments.
One fragment was homogenized in 0.067 M phosphate
buffer pH 7.0 for determination of the malondialdehyde
level and of GPx activity. The other fragment was uti-
lized for the extraction of total proteins, this fragment
was dissolved in RIPA lysis buffer (150 mM NaCl, 1%
Nonidet P-40, 1% sodium deoxycholate, 5 mM EDTA,
and 50 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesul-
fonic acid, pH 7.5) supplemented with sodium pyroph-
osphate and protease/phosphatase inhibitors for the
determination of AMPK phosphorylation.

Ex-vivo assay

"To determine whether the phosphorylation of AMPK at
28days is a direct consequence of oxidative stress, we
used an ex-vivo assay, in which direct treatment with an
antioxidant (resveratrol, Sigma Aldrich) was performed to
counteract the oxidative effect.

Animals were induced into hyperglycemia as described
previously. At the end of 28days of hyperglycemia, the
hypothalamus of the rats was obtained, which was frag-
mented, using the Mecllwain Tissue Chopper appara-
tus, to obtain slices of 300pm of hypothalamic tissue.
Subsequently, the sections were maintained at 37°C in
oxygenated Krebs Heinseleit medium (124 mM NaCl,
0.76 mM KCI, 1.24 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, ZmM
CaCl2, 10mM Glucose, 26 mM Tris-HCI pH 7.4) to guar-
antee the conditions of cell viability. Oxidative stress
markers were determined under these conditions, and
the treatment with resveratrol was carried out (50pM of
resveratrol, diluted in dimetilsulfoxido <1%) [17]. The
tissues were stimulated with the antioxidant for 120 min
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[18] with a previous adaptation of 60 min, at 37 °C. At the
end of the stimulation, the hypothalamic tissue was sepa-
rated into 2 tubes. To determine the oxidative stress, the
tssue from the first tube was homogenized in phosphate
buffer (0.067 M, pH 7.0) and centrifuged at 3000rpm to
obtain the supernatant; and the tissue in the second tube
was homogenized in RIPA lysis buffer for the extraction
of total proteins.

Malondialdehyde level

The level of malondialdehyde in the hypothalamus (iz
vivo and ex vivo) was determined from 200 pl of the super-
natant of the tissue that contained 0.067M phosphate
buffer pH 7.0; this solution was added together with 650 pl
of 1-methyl-2-phenylindole at a concentration of 10 mM
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) and 150yl of
37% HCL. The mixture was incubated for 40 min at 45°C
and centrifuged at 7000 rpm for 10 min. The malondial-
dehyde level was determined from the supernatant by
spectrophotometry on Nanodrop 2000c¢ at 586nm. 1, 1,
3,3-Tetramethoxypropane [Malondialdehyde bis (dime-
thyl acetal)] (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) was used
as standard. The results were adjusted with the total pro-
tein concentration.

Quantification of glutathione peroxidase activity

To determine GSH-Px/GPx activity, 50 jil of the super-
natant was taken of the tissue that contained 0.067M
phosphate buffer pH 7.0 and was mixed with 800 pL of
redox solution (50mM phosphate buffer pH 7.0, 1 mM
EDTA, 1 mM sodium azide, 0.2mM NADPH, 1U/ml
glutathione reductase, and 1 mM reduced glutathione).
"This was immediately incubated for 5min at 37 °C. After
this, 100 pL. of H,O, (0.25mM) was added, mixing by
inversion. Three readings were carried out (every 1 min)
by spectrophotometry on Nanodrop 2000c¢ at 340 nm.
The absorbance changes were averaged, the mM absorp-
tion coefficient of NADPH at 340 nm was employed to
quantify the activity, and the results were adjusted per
mg of protein.

Western blot

Total protein concentration was determined by the
Bradford method. Ten percent of polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was performed with 20pg
of total protein diluted in sample buffer (125 mM Tris-
HCI, pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 0.01% bromophe-
nol blue, 10% B-mercaptoethanol). The proteins were
transferred onto nitrocellulose membranes. For detec-
tion of the proteins-of-interest, the following antibodies
were utilized: rabbit mAb to p-AMPKa 1/2 (Thr172)
(1:2000) (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA);
rabbit polyclonal antibody to AMPK (1:2000) (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA); rabbit mAb
NPY (1:3000) (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts,
USA); rabbit polyclonal antibody to GHS-R1a (1:2,000)

(ABCAM, Cambridge, UK); rabbit mAb to GAPDH
(1:2,000) (Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA),
and horseradish peroxidase-coupled anti-rabbit poly-
clonal antibody (1:10000) (Jackson Immunoresearch,
West Grove, Pennsylvania, USA). The immune com-
plexes were detected using Immobilon (Bio-Rad,
Hercules, California, USA) and with the ChemiDoc MP
imaging system (Bio-Rad, Hercules, California, USA).

Statistical analysis

Differences with respect to the control groups were
determined with the Student 7 test. Data were plotted as
the arithmetic mean and SD using the GraphPad Prism
ver. 7 statistical software program. Values of P < 0.05 were
considered significant.

Results

Blood glucose level, body weight, and food intake

To determine the diabetic condition of the animals at 7,
14, and 28 days after being diagnosed with diabetes, blood
glucose level, BW, and food intake were determined.

The blood glucose level increased significantly (P <
0.05), 390 + 38, 451 + 100, and 524 + 53mg/dL in rats
with 7 (the 7-day group), 14 (the 14-day group), or 28days
(the 28-day group) with diabetes, respectively, compared
to their respective control group (107 = 11,105 + 17, and
100 £ 9mg/dL) (Fig. 1a). BW increased gradually in these
control groups (330 = 59,410 + 25, and 442, respectively);
however, animals with diabetes did not gain weight
(Fig. 1b).

To determine whether diabetes affected feeding behav-
ior in diabetic animals during the established times, daily
food intake was monitored. We observed that, despite that
the hyperglycemic animals did not gain weight (Fig. 1b),
their food consumption was significantly higher (15.7 =
0.3, 145 £ 0.9, and 18.2 + 1.5g/100g BW, respectively)
compared with the respective control group (9.1 0.3, 8.2
+ (1.2, and 8.3 £ 6 g/100 BW, respectively) (Fig. 1c).

Diabetes generates oxidative stress and the
phosphorylation of AMP-activated protein kinase in the
hypothalamus of wistar rats

"To analyze the oxidative damage, the enzymatic activity
of GPx, as well as the level of malondialdehyde, a prod-
uct of lipid oxidation, were determined. GPx activity and
malondialdehyde level were measured in the hypotha-
lamic tissue of the different diabetes time groups. After
7days of diabetes, GPx activity increased 70% and the
malondialdehvde level decreased 33% compared with
the control group (Fig. 2a,b). The level of phosphoryla-
ton of AMPK, an important food-intake regulator, signifi-
cantly increased 54% (P > 0.05) compared with the control
group (Fig. 2c,d). At 14 days, no significant changes were
observed in GPx activity, malondialdehyde levels, and

the AMPK phosphorylation level (Fig. 2,e~h). At 28days
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of diabetes, the percentage in GPx activity decreased
34% (P < 0.05) (Fig. 21) and the percentage of malondial-
dehyde increased 90% (P < 0.05) (Fig. 2j) compared with
the control group. During this time, the level of AMPK
phosphorylation increased significantly, that is, 86% (£ <
0.05) (Fig. 2k,]) compared with their respective control
group, considering that, during this time (28days), the
oxidative damage (malondialdehyde level) had overcome
antioxidant defenses (GPx activity), and the phosphoryl-
ation of AMPK increased again. We decided to define
whether AMPK phosphorylation is due to the effect of
oxidative damage per se; therefore, we used an ex-vivo
assay. To carry out the latter, the extracted hypothalamic
tissue was treated with an antioxidant to reverse the oxi-
dative effect on lipids, and the effect on enzymatic activ-
ity on AMPK phosphorylation.

Oxidative damage and phosphorylation of AMP-
activated protein kinase in hypothalamus is decreased
with ex-vivo antioxidant treatment

To confirm whether oxidative stress has direct impli-
cations on AMPK activation, we analyzed the effect of
treatment ex vroo with resveratrol, which is a powerful
antioxidant, on malondialdehyde level, GPx activity,
and on the level of phosphorylation of AMPK in the

hypothalamic tissue of rats with hyperglycemia and
hyperphagia of 28 days. The treatment was carried out
under ex-vivo conditions to guarantee the effect of the
concentrations employed (50 uM) in the brain tissue.

In the group with hyperglycemia, GPx activity
decreased 23% (Fig. 3a), the malondialdehyde level
increased 44% (Iig. 3b), and the phosphorylation of
AMPK increased 50%, compared with the control group
(Fig. 3c,d). These results coincide with those described
previously (/7 vive). When hyperglycemic tissue was
treated with resveratrol (hyperglycemia + resveratrol),
we found that the malondialdehyde level decreased
87% (Fig. 3b) and that GPx activity increased 195%,
(Fig. 3a) compared with the hyperglycemia group. Also,
the treatment with resveratrol induced a decrease of
53% of AMPK phosphorylation compared with that of
the group with hyperglycemia (Fig. 3¢,d). Therefore,
the increase in oxidative damage markers (increase in
malondialdehyde level and decrease in GPx activity)
coincides with an increase in AMPK phosphorylation,
but treatment with the antioxidant was able to neutral-
ize this effect by inducing an increase in GPx activity,
decreasing the level of malondialdehyde and decreasing

AMPK phosphorylation.
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Fig. 2
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Protein levels of the growth hormone receptor 1a and
neuropeptide Y in the hypothalamus of hyperglycemic
rats with ex-vivo treatment with resveratrol

The mechanism that induces hyperphagia initally occurs
by means of the activation of the receptors of orexi-
genic hormones in the hypothalamus, such as GHS-R1a.
Activation of this G-protein-coupled receptor induces
the activation of AMPK for the subsequent expression of
orexigenic neuropeptides such as NPY. The latter is an
orexigenic neuropeptide whose expression is regulated
by AMPK signaling. To determine the state of molecules
upstream and downstream of AMPK activation, we eval-
uated the level of expression of the ghrelin receptor and
the expression of NPY under hyperglycemic conditions
and after antioxidant treatment. We found that hypergly-
cemia significantly increased the expression of the GHS-
R1la protein, by 33% (Fig. 4a,b), which is related to a
112% increase in the expression of NPY (Fig. 4¢,d) under
the same hyperglycemic conditions. Coincidentally,
resveratrol treatment significantly decreased GHS-Rla
expression (by 66%) (Fig. 4a,b), although the antioxidant

did not induce significant changes in NPY expression,
compared with the group with hyperglycemia (Fig. 4c¢,d).

Discussion

Hyperphagia in diabetic animals is due to alterations
in the signals that regulate appetite between the hypo-
thalamus and peripheral organs [19,20]; it has been
reported that alterations in signaling induced by leptin
(anorexigenic hormone) in the hypothalamus promotes
hyperphagia and obesity in mice with diabetes [12,20].
This has been related to the decrease in the concen-
tration of leptin in plasma, a decrease in the expres-
sion of the neuropeptides POMC/CART (anorexigenic
neuropeptides), and an increase of NPY/AGRP (orex-
igenic neuropeptides) in hyperglycemic rats induced
with Streptozotocin. It is assumed that these changes
depend on the severity of the hyperglycemia [21]. In
our study, hyperphagia and the glycemic level gradually
increased during 7, 14, and 28days in diabetic animals,
without BW gain. This occurs because, during diabe-
tes, the absence of insulin, thus the lack of intracellular
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Protein levels of the growth hormone receptor 1a (GHS-R1a) and neuropeptide Y (NPY) in the hypothalamus of hyperglycemic (HG) rats with
ex-vivo treatment with resveratrol (RSV). (a) GHS-R1a protein levels in the hypothalamus from different groups as detected by immunoblotting.
Data were nomalized with respect to GAPDH. (b) Density analysis of GHS-R1a/GAPDH from the hypothalamus of different groups. (c) NPY pro-
tein levels in the hypothalamus from different groups as detected by immunoblotting. Data were normalized with respect to GAPDH. (d) Density
analysis of NPY/GAPDH from the hypothalamus of different groups: C, control, HG+RSV, hyperglycemic and resveratrol; HG+Veh, hyperglycemic
and vehicle. Data are expressed as mean & SD, n = 4-6. *P < 0.05 vs. C group, #P <0.05 vs. HG group.

signaling, prevents the function of insulin-dependent
transporters (glucose transporter 4) in order to allow
the entry of glucose into the cell [22]. Therefore, the
cell lacks the energy derived from glycolysis and acti-
vates pathways to break down fats and obtain energy
from them [23]. In this way, diabetic animals experience
hyperphagia due to a lack of control in the orexigenic/
anorectic signals in the hypothalamus, as demonstrated
by the increase in the expression of NPY, but they fail
to gain weight.

In addition, it has been reported that hyperglycemia gen-
erates the overproduction of mitochondrial ROS and a
decrease in antioxidant defenses [24].

Oxidative stress possesses important implications in the
hypothalamus. It is another factor that alters the signals
that regulate eating behavior [25]. In the present study,
the increase in hyperphagia coincided with the gradual
increase of the malondialdehyde level, which is an end
product of lipid peroxidation and a marker of oxida-
tve stress. In addition, there was a gradual decrease in

the enzymatic activity of GPx, an antioxidant enzyme
that metabolizes hydrogen peroxide into water using
reduced glutathione as a hydrogen donor [15,16], which
indicates the establishment of oxidative stress in the
hypothalamus at 28 days of hyperglycemia and hyper-
phagia. In contrast, a few days after the onset of diabetes
(7days), GPx activity was increased, the malondialde-
hyde level was decreased, and the phosphorylation of
AMPK was increased. Possibly during this time, moder-
ate levels of ROS can generate an adaptive response or
cellular preconditioning that will induce the functional
regulation of proteins and the expression of genes.
In this context, some studies reveal that ROS induce
AMPK activation as part of this cellular precondition-
ing and favor resistance to cerebral ischemia in animal

models [25,26].

In witro, the occurrence of preconditioning to maintain the
energy demand required for cell survival has also been
reported in cultures of mesenchymal stem cells derived
from human adipose tissue. The cells were treated with
low concentrations of H O ; this treatment generated an
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increase in cell viability, decreased ROS concentrations,
and increased ATP production, these latter events related
with the overexpression of erythroid 2-related factor 2
(Nrf2) and GPx [27]. Nrf2 is a transcription factor and mas-
ter regulator of the antioxidant response, which is released
and enters into the nucleus when ROS oxidizes the Keapl
protein (Nrf2 inhibitor). Another pathway of Nrf2 acti-
vation takes place when this factor is phosphorylated by
protein kinases, also activated by ROS (protein kinase C
and phosphatidylinositide 3-kinases). In this manner, Nrf2
can bind to antioxidant response elements to induce GPx
expression and to regulate oxidative stress [28,29].

The increase in GPx expression at the initial stage of
the disease may reflect the increase in enzyme activity
found in this study, which can regulate oxidative stress
and prevent the increase in the malondialdehyde level,
as observed in animals with 7 days of diabetes.

Regarding the activation of AMPK, it has been reported
that this kinase acts as a sensor and regulator of energy
homeostasis in the brain; it has also been recognized as an
antioxidant regulator. AMPK can be activated by several
signals, including the increase in AMP that occurs when
the level of ATP decreases due to its degradation, and
by the activation of liver kinase B1 (mainly in muscle)
or CaMKK2 (mainly in brain) kinases that phosphorylate
and activate AMPK [4,30].

In this study, the increase in AMPK phosphorylation at
days 7 and 28 (7z vive and ex vivo) after hyperglycemia
may be due to the signaling exerted by ghrelin, which
is the main hormone that induces hyperphagia. In addi-
tion to alterations in leptin signaling, hyperphagia takes
place by activation of the expression of the orexigenic
neuropeptides (NPY and AgRP) in the hypothalamus,
this occurring when ghrelin is released from the stom-
ach and activating its hypothalamic receptor (GHS-R1a)
[31]; activation of this receptor promotes an increases in
the level of calcium, favoring the activation of CaMKK2,
which has been recognized as a kinase that phosphoryl-
ates and activates AMPK by a pathway independent of
the AMP/ATP ratio [4,30].

In this context, it has been reported that i.p. or intracere-
broventricular injection of ghrelin in rodents induced the
phosphorylation and activation of AMPK and increased
appetite, while the i.p. injection of leptin induced the
opposite effect [4]. Furthermore, ghrelin treatment
administered intranasally to rats with ischemic-hypoxic
encephalopathy promoted AMPK phosphorylation and
reduced oxidative stress [32].

On the other hand, in-vitro studies reveal that an increase
in AMPK phosphorylation is related to the activation of
Nrf2 and a decrease in oxidative stress; therefore, AMPK
has been considered a molecule that favors an antioxi-
dant environment [33]. We consider that, in our study,
the increase in phosphorylation at 7 days would favor the

activity of GPx, thus the decrease in the malondialdehyde
level. After 14 days, the activity of GPx, the malondialde-
hyde level, and the phosphorylation of AMPK had been
regulated. However, at 28 days /7 vivo, as previously men-
tioned, hyperphagia and hyperglycemia persisted and
oxidative stress was again established with the increase
in the malondialdehyde level, overcoming the antioxi-
dant defenses and consequently increasing the phospho-
rylation of AMPK. The downstream effect of AMPK is
the activation of CREB protein; this transcriptional factor
regulates genes related to neuronal differentation and
survival [16,34].

The increase in the expression of the ghrelin receptor
found in our study coincides with the increase in the
phosphorylation of AMPK and with that active AMPK
induces NPY expression. The increase in the recep-
tor and in the activation of AMPK may be due to the
oxidative damage present, because antioxidant treat-
ment counteracts the effect on these molecules. It was
reported that oxidative stress affects signaling pathways
in the hypothalamus; exogenous antioxidants were used
in order to reduce oxidative stress and to restore these
signals [35]. However, the antioxidant treatment did not
decrease the expression of NPY. In this context, it has
been shown that antioxidant treatment increases the
expression of NPY in an animal model with depression
[36]. Another possible mechanism is that the NYP pro-
moter possesses a response element for the nerve growth
factor, which is positively regulated by antioxidants [37].
Resveratrol at a concentration of 20pM is capable of
reducing ROS and advancing the glycosylation end prod-
ucts generated in the neuronal cell line SH-SY5Y [38].
On the other hand, in the 3T3-L1 cell line resveratrol
treatment (25, 50, and 100 pM) increased AMPK phos-
phorylation [17]. The activation of AMPK by resveratrol
is involved in the decrease in ROS production through
the inhibition of NADHP oxidase in the brain tissue
of rats with oxidative stress induced with fructose and
treated with 100mg kg of resveratrol [39]; this same
dose of resveratrol induced satiety in C57BL/6 mice
48hour after 1.p. injection. These results indicate that an
increase in the expression of GHS-R1 is directly related
to the increase in the activation of the AMPK that could
be inducing the expression of NPY, and furthermore, the
effect of the antioxidant on the expression of GHS-R1
(Fig. 4b) and the activation of AMPK (Fig. 3d) related
to oxidative stress with hyperphagia during hypergly-
cemia. In conclusion, the present study shows that the
increase in AMPK phosphorylation is related to oxida-
tive stress, which normalizes when the activity of GPx
is balanced in relation to the presence of malondialde-
hyde, but activated again when there is a redox imbal-
ance. Therefore, the increase in the phosphorylation of
AMPK increases GHS-R1 and NPY expression, and its
response to stress could be related to the persistence of
diabetic hyperphagia.
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CAPITULO Il
Efecto ex vivo del resveratrol sobre el estrés oxidativo y la

AMPK hipotalamica en ratas Wistar con hiperglucemia
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Introduccién

La homedstasis energética es regulada por una red de sefales entre el sistema
nervioso central (SNC) y 6rganos periféricos (Valassi et al., 2008). En esta red de
sefales participa el hipotalamo que recibe sefiales periféricas del estbmago, pancreas
y el tejido adiposo, de tal manera que induzcan (sefales orexigénicas) o inhiban el
apetito (sefiales anorexigénicas). (Roh and Kim, 2016).

La grelina, se encarga de activar las sefales oxigénicas, en tanto que la leptina e
insulina, tienen un efecto anorexigénico (Thon et al., 2016; van Swieten et al., 2014).
Siendo la via que regula a la cinasa de AMP (AMPK) (Andersson et al., 2004;
Minokoshi et al., 2004). la principal via que induce un aumento o disminucion de la
expresion de las moléculas que regulan las sefiales de saciedad (POMC y CART)
(Varela and Horvath, 2012) vy 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 sanguinea y al aumento en la
produccion de EROs, esto ultimo superando a las defensas antioxidantes endégenas,
conduciendo a la célula a un estado de estrés oxidativo(Valko et al., 2007). Se ha
reportado que las EROs en el hipotdlamo regulan las respuestas anorexigénicas y
orexigénicas de diferentes maneras (Drougard et al., 2015). Por una lado, la insulina
en el hipotdlamo aumenta la produccién de EROs, por activacion de las NADPH
oxidasas y esto a su vez aumenta la activacion de la vias que son reguladas por la
insulina, como la via PI3K/Akt (Onoue et al., 2016); asi como el incremento en la
fosforilaciéon 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 disminucion de las EROs, se reduce la expresiéon de POMC (Diano et
al., 2011) y aumenta la expresion de Npy y AgRP (Andrews et al., 2008)., aunque se
desconoce los mecanismos moleculares que llevan a la regulacion de estos
neuropeptidos. Debido a que el estrés oxidante afecta vias de sefializacién en
hipotalamo, se plantea la utilizacién de antioxidantes exdégenos con la finalidad de
disminuir el estrés oxidativo y restablecer dichas sefiales (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, reporté que el
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RSV a una concentracion de 20 uM, es capaz de reducir a las EROS y a los productos
finales de la glicosilacion avanzada generados en la linea celular neuronal SH-SY5Y.
El RSV también tiene efecto sobre la fosforilacion de la AMPK, ya que en la linea
celular 3T3-L1 la concentraciones de 25, 50 y 100 uM de RSV aumentan la
fosforilacion de la AMPK, dependiente de la concentracion (Chen et al., 2015). La
activacion de la AMPK por RSV esta involucrada en la disminucion de la produccion
de las EROs mediante la inhibicion 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 inyeccion por via intraperitoneal, este efecto es debido a que el RSV
disminuye la expresion de los neuropéptidos Npy y AgRP por lo que este antioxidante
puede tener efecto en la regulacion de las sefiales orexigénicas y anorexigénicas en
el hipotalamo que regulan la conducta alimentaria (Kim et al., 2010).

Debido a que es poco estudiado sobre el estrés oxidante y su relacion con la via de
sefalizacion de la AMPK en hipotalamo, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto
del RSV sobre la fosforilizacion de la AMPK hipotalamica y sobre proteinas rio arriba

y abajo de su regulacién, en tejido hipotalamico 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 Quimico Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Guerrero. Para generar la hiperglucemia se inyect6 una
dosis unica (60 mg/kg) de estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por
via intraperitoneal. Después de 48 h de la induccion con STZ se midieron los niveles
de glucosa sanguinea utilizando tiras reactivas y el glucometro OneTouch® (LifeScan,
Pensilvania EUA). Las ratas seran consideradas con hiperglucemia cuando presenten
valores de glucosa sanguinea mayores a 250 mg/dL. Las ratas se mantuvieron durante
28 dias con hiperglucemia. Al término de cada uno de los tiempos se realiz6 el sacrificio

de los animales para obtener el tejido hipotalamico.
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Obtencién del tejido hipotalamo y ensayo ex vivo

Al término de los 28 dias con hiperglucemia cada grupo de animales fueron sedados
con pentobarbital sodico (120 mg/kg i.p. NOM-062-ZO0O-1999) y se realizd la
decapitacion para obtener el tejido hipotalamico. Se empled el aparato Mcllwain Tissue
Chopper para obtener cortes del hipotdlamo de 300 um. Posteriormente, los cortes sé
mantuvieron a 37 °C en medio Krebs Heinseleit oxigenado (124 mM NaCl, 0.76 mM
KCI, 1.24 mM KH2POg4, 1.2 mM MgSO4, 2 mM CaCl2, 10 mM Glucosa, 26 mM Tris-HCI
pH 7.4). Para el tratamiento con RSV se realiz6 una curva de dosis, utilizando 100 y
200 uM, diluido en DMSO (<1%). El estimulo con los tratamientos fue por 120 min, con
una adaptacion previa de 60 min, ambos a 37 °C. Al término de la estimulacion el tejido
hipotaldmico se separ6 en dos tubos, se homogeneizé en buffer de fosfatos 0.067 M
pH 7.0, para la determinacion del estrés oxidativo y otro en buffer de lisis RIPA (150
mM NacCl, 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 extraccion de las proteinas totales.

Niveles de malondialdehido
El tejido hipotalamico homogenizado en buffer de 0.067 M pH 7.0 se centrifugd a 3000
rpm durante 10 min a 4 °C. Se utilizé el sobrenadante para medir los niveles de MDA.
Los niveles de MDA en el hipotdlamo se determinaron con el reactivo 1-metil-2-
fenilindole (MPI). Se utilizaron 200 ul del sobrenadante previamente obtenido y se le
adicionaron 650 pul de MPI (10 mM) y 150 ul de HCI al 37%. La mezcla se incubd por
40 min a 45 °C. El tubo se centrifug6 a 7000 rpm por 10 min. Se utiliz6 el sobrenadante
para medir el nivel de MDA por espectrofotometria en el Nanodrop 2000c a 586 nm.
Se utiliz6 como estandar 1, 1, 3,3-tetrametoxipropano (Malondialdehido bis
(dimetilacetal)) (Sigma. S. Louis, MO, USA). Los resultados se ajustaron con la

concentracion total de proteina.
Cuantificacion de la actividad de glutation peroxidasa (GSH-Px).

Se tomaron 50 ul del sobrenadante en buffer de 0.067 M pH 7.0, y se mezclaron con
800 pL de solucion 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, glutation reductasa y 1 U/ml y glutation reducido 1 mM)
y se incubd durante 5 min a 37°C. Al término de la incubacién se agregaron 100 pL
de H202 0.25 mM mezclando por inversion. Se realizaron 3 lecturas (1 cada minuto
durante 3 minutos) por espectrofotometria en el Nanodrop 2000c a 340 nm. Los
cambios de absorbancia fueron promediados y el coeficiente de absorcion milimolar
del NADPH a 340 nm (6.22x106) fue empleado para cuantificar la actividad. Los
resultados se ajustaron por mg de proteina.

Extraccion de proteinas y western blot

La concentracion de proteina total se determiné por el método de Bradford. Se realizo
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% con 20 ug de proteina total
diluida en buffer de muestra (125 mM Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 0.01%
azul de bromofenol, 10% B-mercaptoetanol). Las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: anticuerpo
monoclonal de conejo para p-AMPKa 1/2 (Thr172) (Cell Signalling), anticuerpo
policlonal de conejo para AMPK (Santa Cruz), anticuerpo monoclonal de conejo para
el receptor de insulina subunidad B (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 rabano (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 hipotalamo de ratas con
hiperglucemia

Para determinar el efecto del RSV (100 y 200 uM) ex vivo, sobre el nivel de MDA, se
evaluo el nivel del MDA en hipotalamo de ratas Wistar con 28 dias de hiperglucemia.
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Encontramos que el tejido con HG aumento 44% en comparacion con el grupo C. Con
el tratamiento con RSV, el nivel de MDA disminuy6 120% y 124%, para 100y 200 uM,
respectivamente, en comparaciéon con el grupo HG (Figura 1).
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Figura 1. Efecto del RSV sobre el nivel de MDA en hipotadlamo de ratas Wistar con hiperglucemia. Para
determinar el efecto del RSV (50, 100 y 200 uM), ex vivo, sobre el dafio por EROs a lipidos, se determind el nivel de
MDA en hipotalamo de ratas Wistar. Datos mostrados en porcentaje respecto al control (media +/- desviacién
estandar), *p<0.05 vs. C; #p<0.05 vs. HG.

Efecto del RSV ex vivo sobre la actividad de la Gpx en hipotalamo de ratas con
hiperglucemia

Para evaluar el efecto del RSV (100 y 200 uM) sobre la actividad de la Gpx en
hipotalamo de ratas Wistar, se determind por espectrofotometria la actividad de esta

enzima en tejido hipotaldmico de ratas Wistar con hiperglucemia.

En el grupo con HG, la actividad de Gpx disminuyo 33% en comparacion con el grupo
C. Por otro lado, encontramos que después del tratamiento con las diferentes

concentraciones de RSV, la actividad de la Gpx aumentd 18% con la dosis de 100 uM,
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mientras que con 200 uM la actividad de la Gpx disminuy6 57%, en comparacioén con

el grupo HG (Figura 2).
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Figura 2. Efecto del RSV sobre la actividad de Gpx en hipotdlamo de ratas Wistar con hiperglucemia. Para
determinar el efecto del RSV (50, 100 y 200 uM), ex vivo, sobre la actividad de la Gpx, se determiné su actividad en
hipotalamo de ratas Wistar. C: Control; HG: Hiperglucemia; HG-Veh: Vehiculo; HG-RSV (100 uM): Hiperglucemia con
100 ym de RSV; HG-RSV (200 yM): Hiperglucemia con 200 ym de RSV Datos mostrados en porcentaje respecto al
control (media +/- desviacién estandar), *p<0.05 vs. C; #p<0.05 vs. HG.

Efecto del RSV ex vivo sobre los niveles proteicos de los receptores GHS-R1y

RIR en hipotadlamo de ratas con hiperglucemia

Se evalué el efecto del RSV sobre los niveles proteicos de los receptores, un receptor
orexigénico, GHS-R1a y un receptor anorexigénico RI . Para lo anterior se realizé
Western blot de proteinas extraidas de tejido hipotaldmico estimulado con RSV. Se
encontro, que el receptor GHS-R1a, aumenta su expresion 32% en el grupo HG en
comparacion con el grupo C y que el tratamiento ex vivo con RSV 100 y 200 uM
disminuye la expresion 40 y 80%, respectivamente comparacion al grupo HG (Figura
3a,b).
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Por otro lado, para el RI 3, se observé que en el grupo HG aumenté la expresion del
receptor y que la dosis de 200 uM de RSV tiende a disminuir en comparacion con el
grupo HG (Figura 3 a, c).
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Figura 3. Efecto del RSV sobre los niveles proteicos de los receptores GHS-R1 y IR} en hipotalamo de ratas con
hiperglucemia. Para determinar el efecto ex vivo del RSV sobre los niveles proteicos de los receptores GHS-R1 y IR se
realiz6 el Western blot, el control de carga se realizé mediante la deteccién de GAPDH. a) Western blot del efecto ex vivo del
RSV sobre niveles proteicos de GHS-R1 y IRB en hipotalamo de ratas con hiperglucemia b) Comparacién de los niveles
proteicos de GHS-R1y c) IR en hipotalamo de ratas con hiperglucemia. C: Control; HG: Hiperglucemia; HG-Veh: Vehiculo;
HG-RSV (100 uM): Hiperglucemia con 100 um de RSV; HG-RSV (200 uM): Hiperglucemia con 200 ym de RSV Datos
mostrados en porcentaje respecto al control (media +/- desviacidn estandar), *p<0.05 vs. C; #p<0.05 vs. HG.

Efecto del RSV ex vivo sobre la fosforilzacién de la AMPK hipotaldmica de ratas
con hiperglucemia

Para determinar el efecto ex vivo del RSV sobre la fosforilzacion de la AMPK
hipotalamica en ratas con hiperglucemia, se evalué la expresion de la AMPK total y
fosforilada en tejido hipotalamico de ratas Wistar con hiperglucemia. Se observé que
la fosforilzacion de la AMPK aumenta 50% en el grupo HG en comparacion con el
grupo C, y que esté fosforilizacion disminuy6 41% con la dosis de 100 uM de RSV. Por
otra parte, en la dosis de 200 puM, la fosforilzacion aumenta 61% en comparacion con
el grupo HG (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del RSV sobre la fosforilacion de AMPK hipotalamica de ratas con hiperglucemia.
Para determinar el efecto ex vivo del RSV sobre la fosforilacion de AMPK hipotalamica se realiz6 el Western
blot para la deteccién de pThr-172 de la AMPK, el control de carga se realiz6 mediante la deteccién de
AMPK total. A) Comparacién del nivel de fosforilacion de AMPK hipotaldmica de ratas con hiperglucemia.
B) Western blot del efecto ex vivo del RSV sobre la fosforilacion de la AMPK. C: Control; HG: Hiperglucemia;
HG-Veh: Vehiculo; HG-RSV (100 uM): Hiperglucemia con 100 pm de RSV; HG-RSV (200 pM):
Hiperglucemia con 200 um de RSV Datos mostrados en porcentaje respecto al control (media +/- desviacion
estandar), *p<0.05 vs. C; #p<0.05 vs. HG.

Efecto del RSV ex vivo sobre el nivel proteico de NPY en hipotadlamo de ratas
con hiperglucemia

Se evaluo el efecto del RSV sobre la expresion de NPY, esto se determino por medio
de Western blot utilizando proteinas extraidas de tejido hipotalamico de ratas Wistar
con hiperglucemia, encontrando que en el grupo HG la expresion aument6 112% en
comparacion con el grupo C. El tratamiento ex vivo con RSV no provocé cambios en

la expresion del este neuropéptido orexigénico.
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Figura 5. Efecto del RSV sobre el nivel proteico del NPY en hipotalamo de ratas con hiperglucemia. Para
determinar el efecto ex vivo del RSV sobre el nivel proteico del NPY en el hipotalamo se realizé el Western blot, el
control de carga se realiz6 mediante la deteccion de GAPDH total. a) Western blot del efecto ex vivo del RSV sobre
el nivel proteico de NPY en el hipotalamo de ratas con hiperglucemia. b) Comparacién del nivel proteico de NPY en
hipotalam ode ratas con hiperglucemia. C: Control; HG: Hiperglucemia; HG-Veh: Vehiculo; HG-RSV (100 uM):
Hiperglucemia con 100 ym de RSV; HG-RSV (200 uM): Hiperglucemia con 200 ym de RSV Datos mostrados en
porcentaje respecto al control (media +/- desviacion estandar), *p<0.05 vs. C.

Discusion

En resultados previos (Mendoza-Bello et al, 2021), encontramos que el estrés oxidativo
regula la fosforilacién de la AMPK asi como también la expresion de ciertas moléculas
rio arriba y abajo. Por esta razén se utilizé un tratamiento antioxidante (RSV) para
poder observar si realmente el EO esta directamente relacionado con la regulacion de
dichas moléculas.

El tratamiento con RSV consisti6 en dos diferentes dosis, 100 y 200 uM, que

permitieron evaluar su efectividad sobre los cambios en los niveles de MDA. Se
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encontré que los niveles de MDA aumentan en el grupo HG en comparaciéon con el
grupo control, después de 28 dias de HG. Al tratar el tejido hipotalamico con el RSV,
se observo una disminucion en el nivel de este marcador de dafio a lipidos. De manera
similar, Sadi and Konat, en el 2015, previamente observaron que el RSV disminuye los
niveles de MDA en cerebro de ratas diabéticas, asi 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
peroxidacion lipidica de las membranas (Leonard et al., 2003). Esta capacidad
antioxidante esta asociada a su estructura con grupos OH que son capaces de atraer
a los radicales libres y neutralizarlos (Leonard et al., 2003).

También se analiz6 la actividad de la enzima Glutatién 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
MM, pero una disminucién con la dosis de 200 puM. El efecto de un antioxidante
exogeno es dependiente de la dosis: algunas moléculas son reguladas de acuerdo a
la concentracion del RSV que se le administre al sistema de estudio (Sadi and Konat,
2015). Para el caso de 200 uM, 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 funcion de regular la expresion de las enzimas antioxidantes
endogenas (J. Zhang et al., 2016). Con esto podriamos concluir que el RSV regula el
estrés oxidativo, mediante la disminucion del nivel de MDA y la regulacion 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 expresion de los receptores a grelina e insulina, importantes
reguladores de la ingesta de alimentos en el hipotdlamo (Kohno et al., 2008; Thon et
al., 2016). Al analizar la expresion de GHS-R1la, observamos que su expresion
aumenta en condiciones de hiperglucemia, mientras que el tratamiento con RSV

disminuye la expresion de este receptor.
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Considerando que el GHS-R1a regula positivamente el apetito, encontrar su expresion
elevada en condiciones de HG nos sugiere un mecanismo por el cual en condiciones
diabéticas la hiperfagia se mantiene. Esta regulacién positiva en la expresioén puede
estar acorde al estado de alimentacion en el que se encuentre el animal, ya que en
estados de ayuno prolongado aumenta la expresion de este receptor (Kim et al., 2003).
Aungque se conoce que en condiciones de DM se mantiene la hiperfagia y esto se
podria 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 captacion de glucosa (Alwahsh et al., 2017). Asimismo, el
funcionamiento correcto de neuronas que censan los niveles de glucosa y regulan la
sefales a nivel del nicleo arcuato, principal nacleo que regula la ingesta de alimentos
en el hipotalamo podria estar afectado y por lo tanto llevando al aumento de la
captacion de glucosa a nivel del hipotalamo (Wang et al.,, 2004). Para el caso del
receptor de insulina, encontramos una expresion variada en cada uno de los grupos,
hay que considerar que la expresion del Rl 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 fosforilaciéon de la AMPK en condiciones de
hiperglucemia, se tratd el tejido con RSV, encontrando que en dosis de 100 uM la
fosforilacion 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 activacion de la
CaMKK2 y este a su vez disminuyendo la fosforilizacion de la AMPK (Anderson et al.,
2008). Por otra parte, observamos que la dosis de 200 uM aumenta la fosforilacién 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 proteinas como las
sirtuinas (SIRT) (Tian et al., 2016). SIRT1 regula la fosforilacion de la AMPK (Kulkarni
and Canto, 2015), y esto puede ser dependiente de la dosis de RSV que se administré
al sistema de estudio. Por ultimo, se analizé la expresion del neuropéptido Y, un
neuropéptido orexigénico, encontrando que en condiciones de HG aumenta su

expresion, y esto puede ser debido a la misma condicion de EO que mantiene activada
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la via de la AMPK tendiendo como consecuencia el aumento en la expresion de dicho
neuropéptido (Namkoong et al., 2005). Al tratar el tejido con RSV observamos que no
hay cambios en la expresion del NPY, se esperaba que la expresion de NPY
disminuyera en relacién con la disminucion de la fosforilacion de la AMPK. Se ha
reportado que algunos antioxidantes exdgenos y enddégenos regulan la expresion,
positiva y negativa, de neuropéptidos y que este podria ser el mecanismo que explique
porque en dosis de 100 y 200 M no observamos la disminucion 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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Discusion

En el presente trabajo se observé que la hiperglucemia durante 7, 14 y 28 dias,
aumenta la ingesta diaria de alimento en las ratas Wistar. Estos resultados pueden
explicar que existe una desregulacién tanto de hormonas que regulan el apetito como
las vias de sefalizacién en el hipotalamo, érgano que se encarga de regular las
sefales de apetito y saciedad. Se ha demostrado que durante la hiperglucemia existe
un aumento en las concentraciones sanguineas 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 esta implicado en la modificacion de sefiales celulares (Maiese, 2015). El estrés
oxidativo tiene implicacion importante en el hipotalamo, ya que es capaz de regular las
sefales 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 observé que
el nivel de MDA, producto de la lipoperoxidacion que se utiliza como marcador de
estrés oxidativo, tiende a aumentar en relacion con el tiempo en el que se mantenga
la hiperglucemia (7, 14 y 28 dias). Estos son comparables en modelos animales de
diabetes donde se ha determinado los niveles de MDA en plasma a los 28 dias y donde
se observé un aumento en los niveles de este marcador en comparacién con el grupo
control (Gwarzo et al., 2014).

Por otro lado, la actividad antioxidante enddgena 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 transcripcion 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 expresion 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 determinacion del dafio oxidativo,

se evalud la fosforilacion de la AMPK en el hipotdlamo, ya que esta cinasa es la
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principal molécula que regula la ingesta de alimentos. Nuestros resultados muestran
que la fosforilacion de la AMPK tiende a aumentar con 7, 14 y 28 dias de
hiperglucemia. Este tendencia en el aumento en la fosforilacion 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 Ca?* (Gyengesi et al.,
2012; Raney and Turcotte, 2008), provocando una sobreactivacion de CaMKK2 y el
aumento en la fosforilacion de la AMPK (Anderson et al., 2008), que podria llevar al
aumento en la expresion de Npy y AgRP [31-33] y la disminucién 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 modificacion de sefales celulares (Maiese, 2015). El estrés
oxidativo tiene implicacion importante en el hipotdlamo, ya que es capaz de regular las
sefales 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 hipotalamico, se empleé el
ensayo ex vivo y el medio Krebs-Heinseleit, este ultimo para mantener a las células
hipotalamicas vivas y funcionales (Bailey and Ong, 1978; Minasian et al., 2013). Los
tratamientos de RSV se emplearon a diferentes dosis, 50, 100 y 200 pM, esto para
evaluar su efectividad sobre los cambios en los niveles de MDA. De acuerdo con los
resultados, se encontré que los niveles de MDA tienden a aumentar en el grupo HG
en comparacion con el grupo control, después de 28 dias de HG. Al tratar el tejido
hipotalamico con las diferentes dosis de RSV, se observé una tendencia a disminuir
los niveles de MDA, en todas las dosis, 50, 100 y 200 uM, en comparacién con el grupo
HG. Sadi and Konat, en el 2015, observaron que el RSV disminuye los niveles de MDA
en cerebro de ratas diabéticas, asi también en cultivos de eritrocitos sujetos a estrés
oxidativo (Pandey and Rizvi, 2009). El RSV EI efecto protector del RSV, es debido a
su capacidad para neutralizar las ROS y siendo eficaz para inhibir la peroxidacion
lipidica 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 uM, pero caso contrario, esta

actividad disminuye en la dosis de 200 pM. 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 expresién de los receptores a grelina e insulina, importantes reguladores de la
ingesta de alimentos en el hipotalamo (Kohno et al., 2008; Thon et al., 2016). Al
analizar la expresion de GHS-R1la, observamos que su expresion aumenta en
condiciones de hiperglucemia, mientras que el tratamiento con RSV, tanto en la
concentracion de 50, 100 y 200 uM, disminuye la expresion de este receptor.
Considerando que el GHS-R1a regula positivamente el apetito, encontrar su expresion
elevada en condiciones de HG nos aporta que este podria ser un mecanismo por el
cual en condiciones diabéticas la hiperfagia se mantiene. Esta regulacion positiva en
la expresion puede ser acorde al estado de alimentacion en el que se encuentre el
animal, encontrando que en estados de ayuno prolongado aumenta la expresion de
este receptor (Kim et al., 2003). Aunque se conoce que en condiciones de DM se
mantiene la hiperfagia y esto se podria 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 disminucién de esta hormona que pueda regular correctamente la captacion de
glucosa (Alwahsh et al., 2017), asi como también el funcionamiento correcto de
neuronas que censan los niveles de glucosa y que a su vez regulan la sefiales a nivel
del nucleo arcuato, principal nicleo que regula la ingesta de alimentos en el hipotdlamo
(Wang et al., 2004). Para el caso del receptor de insulina, encontramos una expresion
variada en cada uno de los grupos, hay que considerar que la expresion del Rl 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 fosforilacion de la AMPK en condiciones de
hiperglucemia, se trato el tejido con RSV, encontrando que en dosis de 50 y 100 uM
la fosforilacion 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 Ca?* intracelular teniendo efecto sobre la activacion de la CaMKK2 y este a
su vez sobre la fosforilacion de la AMPK, disminuyendo su fosforilacién (Anderson et

al., 2008). Por otra parte, observamos que la dosis de 200 uM aumenta la fosforilacion
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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 proteinas como
puede ser las sirtuinas (Tian et al., 2016). Una de las sirtuinas, la SIRT1 es capaz de
regular la fosforilacion de la AMPK (Kulkarni and Canto, 2015), y que esto puede ser
dependiente de la dosis de RSV que se administré al sistema de estudio. Por ultimo
se analizo la expresion del neuropéptido Y, un neuropéptido orexigénico, encontrando
que en condiciones de HG aumenta su expresion, y esto puede ser debido a la misma
condicibn de EO que mantiene activada la via de la AMPK tendiendo como
consecuencia el aumento en la expresion de dicho neuropéptido (Namkoong et al.,
2005). Al tratar el tejido con RSV observamos que no hay cambios en la expresion del
NPY, se esperaba que la expresion de NPY disminuyera en relacion con la disminucién
de la fosforilacion de la AMPK. Se ha reportado que algunos antioxidantes exdégenos
y endogenos regulan la expresion, positiva y negativa, de neuropéptidos y que este
podria ser el mecanismo que expliqgue porque en ninguna de la dosis nho observamos
la disminucion esperada (Kuo et al., 2015). Con esto se concluye que el estrés
oxidativo regula la via de sefializacion de la AMPK en el hipotdlamo y que esto afecta
la conducta alimentaria y que al estimular el tejido con un antioxidante (Resveratrol) el

estrés oxidativo disminuye, estableciendo la via de sefializacién de la AMPK.
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