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RESUMEN

Antecedentes. La hiperfagia se considera una manifestacion clasica en la diabetes mellitus
(DM), pese a que existen farmacos de primera linea que mejoran diversos sintomas de la
enfermedad, no existe en la actualidad un medicamento capaz de controlar la conducta
hiperfagica. Se ha propuesto que el resveratrol podria mejorar cambios en la conducta
alimentaria a través de su accién en el sistema nervioso central modificando la expresion
de proteinas clave en la regulacién del apetito como el receptor de grelina (GHSR-1a).

Objetivo. Evaluar el efecto del resveratrol sobre la hiperfagia y la expresion del GHSR-1a
en nucleo arcuato de ratas Wistar diabéticas.

Materiales y métodos. Se emple6é un modelo establecido de DM por nuestro grupo de
trabajo que consistio en la inyeccion via intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) en ratas
Wistar de edad neonatal y suplementacién con agua azucarada al 10% en edad adulta. Una
vez obtenidos los animales diabéticos se aplicaron los siguientes esquemas de tratamiento
via oral durante 28 dias: metformina (Met; 100 mg/kg), resveratrol (Rsv; 2.25 mg/kg); y se
incluyé un grupo con alimentacién controlada (PF, pair feed). Se evaluaron parametros
como peso corporal, consumo de alimento y glucosa en ayuno. Para evaluar el efecto del
resveratrol sobre la hiperfagia en los animales diabéticos se calculé el promedio del
consumo de alimento durante los 28 dias de tratamiento, ajustando la cantidad de alimento
ingerida por cada 100g de su peso corporal. Se utilizé la inmunufluorescencia en muestras
de tejido cerebral de los grupos de animales de estudio para evaluar la expresién del GHSR-
la en el nucleo arcuato (ARC) del hipotadlamo.

Resultados. Las ratas diabéticas no muestran cambios significativos en la ganancia de
peso corporal, sin embargo, muestran menor ganancia de peso que el grupo control. El
resveratrol mostro una ligera disminucién en los niveles de glucosa en ayuno después de
28 dias de tratamiento sin cambios significativos, al igual que una rata con alimentacion
controlada. Se observo que los animales diabéticos sin tratamiento consumian en promedio
4 gramos mas de alimento que una rata control sana, pese a eso el resveratrol no afecto
esa conducta hiperfagica. No se mostraron cambios significativos en los niveles de
expresion del GHSR1-a en el ARC, en los grupos diabéticos. Sin embargo, las ratas
diabéticas tratadas con resveratrol presentan una disminucién del nivel de expresiéon de
GHSR-1a que una rata diabética sin tratamiento.

Conclusién. El resveratrol no mejora la hiperfagia en las ratas diabéticas. Sin embargo,
existe una tendencia no significativa en disminuir los niveles de glucosa en ayuno y los
niveles de expresion del GHSR-1a.

Palabras clave: Hiperfagia, Nucleo arcuato, GHSR-1a, resveratro



ABSTRACT

Background. Hyperphagia is a classic manifestation in diabetes mellitus (DM), although
there are first-line drugs that improve various symptoms of the disease, there is currently no
medication capable of controlling hyperphagic behavior. It has been proposed that
resveratrol could improve changes in eating behavior through its action in the central
nervous system by modifying the expression of key proteins in the regulation of appetite
such as ghrelin receptor (GHSR-1a).

Objective. To evaluate the effect of resveratrol on hyperphagia and the expression of
GHSR-1a in the arcuate nucleus of diabetic Wistar rats.

Materials and methods. An established model of DM was used by our working group that
consisted of intraperitoneal streptozotocin (STZ) injection in Wistar rats of neonatal age and
supplementation with 10% sugar water in adulthood. Once the diabetic animals were
obtained, the following oral treatment schedules were applied for 28 days: metformin (Met;
100 mg / kg), resveratrol (Rsv; 2.25 mg / kg); and a group with controlled feeding (PF, pair
feed) was included. Parameters such as body weight, food consumption and fasting glucose
were evaluated. To assess the effect of resveratrol on hyperphagia in diabetic animals, the
average food consumption during the 28 days of treatment was calculated, adjusting the
amount of food ingested per 100g of their body weight. Immunufluorescence was used in
brain tissue samples from the study animal groups to evaluate the expression of GHSR-1a
in the arcuate nucleus (ARC) of the hypothalamus.

Results. Diabetic rats do not show significant changes in body weight gain, however, they
show less weight gain than the control group. Resveratrol showed a slight decrease in
fasting glucose levels after 28 days of treatment without significant changes, as did a rat
with controlled feeding. It was observed that untreated diabetic animals consumed an
average of 4 grams more food than a healthy control rat, despite this, resveratrol did not
affect this hyperphagic behavior. There were no significant changes in the levels of GHSR1-
a expression in the ARC, in the diabetic groups. However, diabetic rats treated with
resveratrol have a decreased level of GHSR-1a expression than a diabetic rat without
treatment.

Conclusion. Resveratrol does not improve hyperphagia in diabetic rats. However, there is
a non-significant tendency to decrease fasting glucose levels and GHSR-1a expression
levels.

Keywords: Hyperphagia, Arcuato nucleus, GHSR-1a, resveratrol



l. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por un
defecto en la regulacion de la glucemia originada por una deficiencia en la
produccion de insulina o falta de respuesta a esta hormona (Cervantes y Presno,
2013). La DM tipo 2 (DM2) es la forma mas frecuente de diabetes, incluye a mas
del 90% de todos los diabéticos (International Diabetes Federation, 2012). La DM2
esta asociada frecuentemente con la reduccion de la sensibilidad a la insulina en
los tejidos blanco identificada como resistencia a la insulina. Los sintomas de la
DM2 incluyen poliuria, polidipsia, pérdida de peso, visidbn borrosa e hiperfagia
(American Diabetes Association,2013). La hiperfagia es una manifestacion clasica
de la DM (Song et al., 2000), que consiste en el aumento excesivo de sensacion de
apetito e ingesta de alimento (Endocrine Society, 2017). La ingesta de alimentos y
el gasto de energia son controlados por el sistema nervioso central (SNC), siendo

el hipotadlamo la zona especifica que regula estos procesos (Procaccini et al., 2012).

El hipotalamo detecta sefales periféricas, como son los cambios en concentracion
de las hormonas insulina, leptina y grelina. Dichos cambios son directamente
relacionados con la expresion de neuropéptidos que regulan la homeostasis
energética del cuerpo (Procaccini et al., 2012). Morfolégicamente, el hipotalamo se
divide en diferentes nucleos, como el nucleo paraventricular (PVN), el nucleo
ventromedial (VMH), el nucleo dorsomedial (DMH), el nucleo lateral hipotalamico
(LH) y el nucleo arcuato (ARC) (Williams et al., 2001; Calzada et al., 2008). Dentro
del ARC, existen dos importantes grupos neuronales que desempefan un papel
critico en el control de la ingesta de alimentos (Varela y Horvath, 2012). Estos
grupos son funcionalmente distintos con respecto a la induccion del apetito y

saciedad, debido a que expresan diferentes neuropéptidos (Chang et al., 2005).

El Neuropéptido Y (NPY) y la Proteina relacionada con Aguti (AgPR) promueven la
ingesta de alimentos (Neuronas NPY/AgPR) (Hahn et al., 1998), mientras que la
expresion de proopiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por cocaina y
anfetamina (CART) (Neuronas POMC/CART) inhiben la ingesta de alimentos
(Cowley et al., 2003).



La expresion y secrecion de estos neuropéptidos es inducida por sefiales que se
producen fuera del SNC, en su mayoria hormonas peptidicas que regulan la
alimentacion (Kim et al., 2014; Schwartzs y Morton, 2002). Estas hormonas pueden
ser clasificadas en dos grupos, las de regulaciéon lenta que controlan la estabilidad
de los depdsitos grasos, como leptina e insulina y las de regulacion rapida, que

controlan el acto de comer, como la grelina (Schwartz y Morton, 2002).

La grelina actia como una hormona orexigénica secretada por el estbmago en
condiciones de ayuno. Una vez en el ARC, la grelina se une a su receptor (GHSR1-
a) (Lopez et al., 2008). EI GHSR-1a es un receptor acoplado a proteinas G integrado
por 366 aminoacidos y estructuralmente contiene 7 dominios transmembranales, es
comunmente expresado en SNC (Howard et al.,.1996; Cong et al.,2010). La
interaccion de la grelina al GHSR-1a induce la disociacion de la subunidad aq de la
proteina G ubicada en el dominio transmembranal de GHSR1-a, esto permite la
activacion de la fosfolipasa-C, generando 2 productos: 1,4,5-trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG) (L6pez et al., 2008). El IP3 desencadena la liberaciéon de Ca?*
de depdsitos intracelulares, mientras que el DAG activa a la proteina cinasa C
(PKC). El aumento de la concentracién de Ca?* provoca la activacion de la proteina
denominada calcio calmodulina cinasa B (CamKKp), ésta fosforila a la cinasa
dependiente de AMP (AMPK) permitiendo su activacion. AMPK tiene por blanco
fosforilar a Foxo 1 favoreciendo su activacion e importacion al nucleo donde regula
la transcripcion de NPY/AgRP (Varela et al., 2011). Por lo cual GHSR-1a cumple un
papel importante en la regulacion de la ingesta de alimentos debido a la activacion
de cascadas de sefializacion que llevan a la promocion de neuropéptidos que
favorecen el apetito en condiciones fisiologicas (Nakazato et al., 2001). Sin
embargo, se ha reportado que en una condicion patoléogica como la DM
posiblemente la expresion del GHSR-1a se encuentre incrementada, debido a los
niveles altos de secrecion de grelina que una persona puede presentar debido a
una conducta hiperfagica. Estas evidencias han demostrado que el nivel de
expresion de la proteina GHSR-1a y el RNAmM en el ARC aumenta con niveles
mayores de grelina. (Ishii et al.,2002; Nogueiras et al.,2004; Bresciani et al.,2004;
Yildirim et al.,2016).



Otro de los factores relacionados a la desregulacion de estas sefiales orexigénicas
es el estrés oxidativo (Leloup et al.,2006).

El estrés oxidativo es un evento a nivel celular presente en la DM, debido a que los
niveles altos de glucosa (hiperglicemia) que ingresan a la célula favorecen un
aumento en la activacion de la glicdlisis, ciclo de Krebs y fosforilacién oxidativa,
dando como resultado un aumento en la produccién mitocondrial de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Por lo que las defensas antioxidantes no son
suficientes para neutralizar los niveles altos de ROS, generdndose estrés oxidativo
en la célula. Durante el estrés oxidativo, las ROS pueden unirse y dafar
componentes celulares como lipidos, proteinas y DNA, alterando el funcionamiento
de tejidos y 6rganos (Rolo y Palmeira, 2006; Xhang et al., 2008). Cabe destacar que
cerca del ARC se encuentra una zona denominada eminencia media, la cual
presenta una barrera semi-permeable que permite facilmente el paso de moléculas
de la periferia al SNC (Rodriguez et al.,2010). Por lo tanto, posiblemente en una
condicion diabética al presentarse concentraciones altas de glucosa en sangre, la
mayor parte de glucosa tendra un acceso libre hacia el SNC principalmente hacia el
ARC (Leloup et al.,2006). Esta situacion genera que el ARC sea una zona

hipotalamica susceptible a presentar estrés oxidativo.

En respuesta al estrés oxidativo se activan cinasas y factores de transcripcién como
JNK y IKKB/NF-kB, p38 MAPK o PKC & y €, que pueden alterar la sefalizacion de
insulina y leptina, las cuales son hormonas que contribuyen a ejercer un efecto
anorexigénico (Serrano y Cascales, 2015; Ha et al., 2001). Estudios han reportado
que la activacién de PKC y JNK pueden desensibilizar al receptor de insulina (INSR)
e inactivar factores de transcripcion relacionados con la expresion del gen INSR
(Bhattacharya et al., 2007). Mientras que la activacion de NF-kB puede favorecer la
expresion de SOCS3, un supresor de la via de JAK-STAT repercutiendo en la
sefalizacion de leptina (Xhang et al., 2008).

Por lo tanto, posiblemente en una condicion hiperfagica como la que ocurre en la

DM, las sefiales anorexigénicas se vean afectadas, alterado su regulacion.



Esta situacion favorece que los niveles de expresion de grelinay su receptor GHSR-
la aumenten y por ende exista una alta promocion de neuropéptidos orexigénicos
(Aysegul et al.,2016).

En los ultimos afios se ha previsto de la obtencion y empleo de compuestos de
origen natural que tienen funcion antioxidante en el tratamiento de enfermedades
cronicas. Uno de estos compuestos que ha sido ampliamente estudiado es el
resveratrol (Jing et al.,, 2013; Kuhad y Chopra, 2007). El resveratrol (3,5,4'-
trinidroxiestilbeno), es un compuesto fendlico particularmente abundante en las
uvas, donde se produce en respuesta a condiciones de estrés ambiental (Trejo et
al., 2015). Este compuesto contiene en su estructura dos anillos fendlicos enlazados
por un doble enlace estireno (Aggarwal et al., 2004), en donde el grupo 4' del
hidroxilo se reporta que es mas reactivo que los grupos 3 y 5-hidroxilos, siendo la
posicion de los sustituyentes hidroxilo de importancia en su mecanismo de accion
para inhibir la produccién de ROS (Pirola y Frdjido, 2008).

Se ha comprobado que el resveratrol puede atravesar la barrera hematoencefalica
(Sasaki y Kitamura, 2010) y ocasionar el aumento de los niveles de enzimas
antioxidantes y disminuir marcadores de estrés oxidativo en cerebro (Ates et al.,
2007), asi como también disminuir la ingesta de alimentos en modelos
experimentales in vivo (Kim et al., 2010).

En un estudio experimental en ratas Wistar diabéticas inducidas con STZ, el
tratamiento via oral con resveratrol, disminuy6 los niveles de malondialdehido
(MDA), xantina oxidasa (XO) y 6xido nitrico (NO) en el hipocampo, cerebelo, tronco
encefalico y médula espinal. Curiosamente, los niveles de glutation en esas zonas
aumentaron en comparacion con ratas diabéticas no tratadas con resveratrol (Ates
et al., 2007). También se ha reportado que el resveratrol es un activador de la
proteina deacetilasa dependiente de NAD + Sirtuina (SIRT1), y que se expresa en
nacleos hipotalamicos. SIRT1 es nutricionalmente regulada, ya que su expresion
aumenta durante la restriccion calorica y el ayuno. SIRT1 proporciona un vinculo

entre la disponibilidad de nutrientes y el balance energético (Knight et al., 2011).



En una investigacion experimental se observé que la sobreactivacion de SIRT1 en
hipotalamo suprime la actividad de FOXO1, y la inhibicién de la transcripcion de
AgPR, favoreciendo de esta manera la disminucién en el consumo de alimentos
(Tsutomu et al., 2010).

Por lo anterior, se propone que el resveratrol pudiera favorecer la regulacion de
sefales relacionadas con el apetito (Vasquez et al., 2010; Calzada et al., 2008).
Los mecanismos por los cuales el resveratrol, puede tener un efecto en la regulacion
de la ingesta de alimentos en modelos in vivo e in vitro son poco conocidos.
También se desconoce si el resveratrol puede regular la expresion de proteinas
como GHSR-1a que podrian contribuir a mejorar la hiperfagia en la DM. Pese a que
los mecanismos por los cuales el resveratrol puede tener un efecto en la regulacion
del apetito son poco esclarecidos, los estudios experimentales anteriormente
descritos proponen al resveratrol como un compuesto natural prometedor que
podria regular el estrés oxidativo y tener un efecto en la ingesta de alimentos. Por
lo anterior, en el presente estudio examinamos el efecto del resveratrol sobre la
expresion del GHSR-1a en hipotdlamo y la hiperfagia en un modelo de ratas
diabéticas inducidas con STZ en edad neonatal y tratadas con agua azucarada al
10%.



Il. MATERIALES Y METODOS

Modelo experimental

Se utilizaron ratas Wistar machos de 2 dias de edad, las cuales fueron expuestas a
un ayuno de 8 h. Posteriormente se les aplicé una dosis de 70 mg/kg de
estreptozotocina (STZ) (Sigma Aldrich; Cat. S0130) disuelta en 25 pul de
amortiguador de citrato de sodio 0.1 M pH de 4.5 via intraperitoneal. Las ratas fueron
destetadas a la tercera semana de edad y puestas en acceso libre de agua
azucarada al 10% y alimentadas con una dieta estandar para roedores (Dieta
comercial estdndar, Chow 5001 de PURINA Rodent Lab) durante 4.5 semanas.
Como control del experimento se emplearon ratas Wistar machos de 2 dias de edad
no inyectadas con STZ, tratadas con agua natural purificada y alimentadas con la
dieta estandar. Los animales fueron tratados con base a la NOM-062-ZO0-1999
(especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio) y mantenidos bajo condiciones estandar de laboratorio, sobre ciclos de
12 h luz/12 h oscuridad.

Monitoreo del peso corporal, consumo de alimento y agua.

A las 8 semanas de edad, las ratas fueron separadas en jaulas individuales. Se
registré el peso corporal y se calculé la cantidad de alimento y agua consumidos de
cada rata diariamente.

Concentracion de glucosa sanguinea en ayuno para confirmar la diabetes

Se determinaron los niveles de glucosa sanguinea a la semana 10 de edad,
mediante el uso del kit OneTouch® Ultra™ (Novamedical). Las ratas inyectadas con
STZ y controles fueron sometidas a un ayuno de 8 h y después de este tiempo se
les realizé una puncién en la cola para la obtencion de la muestra sanguinea la cual
fue leida en un glucometro mediante el uso de tiras reactivas. Se confirmaron como

ratas diabéticas, aquellas con una concentracién de glucosa de 2200 mg/dI.



Curva de tolerancia a la glucosa oral

Las ratas con nivel de glucosa 2200 mg/dl en ayuno son descartadas para esta
prueba. Previamente las ratas no descartadas fueron sometidas a un ayuno de 8 h.
Se tomO6 una primera muestra sanguinea en la cola de la rata mediante el kit
OneTouch® Ultra™. En seguida se administr6 2 g de glucosa por kg de peso
corporal (SIGMA-Aldrich,San Luis;USA No. Cat. G8270) via oral. Se tomaron
muestras sanguineas a los 30, 60 y 120 min después de la administracion oral de
glucosa. Las ratas que presentaron una concentraciéon 2200 mg/dL de glucosa
después de 120 min fueron consideradas como intolerantes a la glucosa, un
parametro caracteristico de la DM.

Curva de tolerancia ala insulina

Se determiné si las ratas eran resistentes a la insulina, tomando en cuenta la
eficiencia del uso de insulina exdgena por el organismo. Previamente, las ratas
inyectadas con STZ y los controles fueron puestas en ayuno de 8 h 'y se determin6
la concentraciéon de glucosa mediante el kit OneTouch® Ultra™. En seguida se
administraron 0.5 Ul de insulina por kg de peso corporal (Insulina Recombinante
Humana, Humulin R) via intraperitoneal y se determinaron las concentraciones de

glucosa a los 30, 60 y 120 min después de la administracion de insulina.
Programa de tratamiento

Después de confirmar que las ratas son diabéticas, se clasificaron en 5 grupos de
3 ratas de manera aleatoria: 1) ratas no diabéticas (Control), 2) ratas diabéticas sin
tratamiento (DM ST), 3) ratas diabéticas tratadas con metformina (DM+Met), 4)
ratas diabéticas tratadas con resveratrol (DM+Rsv) y 5) ratas diabéticas con
alimentacion controlada (DM+PF). Se administraron los tratamientos a los grupos
correspondientes por via oral, diariamente durante un periodo de 28 dias:
metformina (SIGMA Aldrich, Cat. D150959) 100 mg/kg (Roehrs et al., 2014) y
resveratrol (SIGMA Aldrich, Cat. R5010 de) 2.25 mg/kg (Jing et al., 2013).



El grupo DM+PF es un grupo de alimentacion controlada, al cual se le ajusto la
cantidad de alimento Optima con base a la cantidad de alimento que consume una
rata control por cada 100 g de peso corporal. Durante el periodo de tratamiento se

monitoreo el peso corporal, consumo de alimento y agua.

Perfusion intracardiaca

Después de 28 dias de tratamiento, las ratas fueron anestesiadas con 65 mg/kg de
pentobarbital s6dico (Cheminova, Bogota; Colombia) via intraperitoneal. Las ratas
fueron perfundidas transcardidcamente con 200-300 ml de buffer de fosfatos 0.1 M
y pH 7.4, seguido de 150-300 ml de paraformaldehido (SIGMA Aldrich; No. de Cat.
P6148 San Luis; USA) al 4% para la fijacion del cerebro.

Extraccion del cerebro

Se realiz6 la diseccion del cerebro y se postfijé en solucion de paraformaldehido al
4% durante 24 h. El 6érgano se sometio a deshidratacion en buffer de fosfatos al 0.1

M con sacarosa al 15% durante 24 h, y “posteriormente al 30% durante 24 h a 4°C.

Cortes histolégicos

En un criostato se realizaron los cortes cerebrales de 35 um de grosor de la zona
hipotalamica ARC. Los cortes fueron puestos en solucion crioprotectora (sacarosa
al 30%, polietilenglicol al 30% vy glicerol al 30%, disueltos en PBS 1x) y almacenados

a -20°C hasta su uso.

Determinacion de la expresion del GHSR-1a en nucleo arcuato del hipotalamo
por inmunofluorescencia de libre flotacion

Para determinar la expresion del receptor hormonal GHSR-1a, en ndcleo arcuato
del hipotdlamo, se utilizé el anticuerpo primario anti-GHSR-1a (Rabbit polyclonal
antibody, cat. ab95250, Abam CA, USA).
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Los tejidos fueron lavados con buffer PBS 0.1M pH 7.4 a temperatura ambiente
durante 10 min y bloqueados con BSA al 0.3%, suero normal de cabra al 10% y
PBST (tween-20 0.1% + glicina 0.3 M en PBS 0.1 M) durante 2 h a temperatura
ambiente. Posteriormente los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario (1:200)
en solucion de bloqueo toda la noche a 4°C en agitacion. Se realizaron 4 lavados
con PBS 0.1 M por 10 min a temperatura ambiente y los tejidos se incubaron durante
2 h con un anticuerpo secundario (1:500) Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor
568 No. de Cat. A-11036 de Invitrogen CA, USA) en solucién de blogueo. Se
realizaron lavados con PBS 01.M por 10 min a temperatura ambiente para retirar el
exceso de anticuerpo secundario. Los tejidos se tifieron con DAPI (1:1000) durante
10 min a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con agua bidestilada durante
10 min y las secciones fueron montadas con DABCO. Las secciones fueron
evaluadas en un microscopio Zeiss (Axio Vision) y fotografiadas con una camara
digital Axiocam (Carl Zeis). Las imagenes capturadas fueron analizadas con el
software ImageJ por analisis densitométrico de la intensidad de fluorescencia.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como media + EE. La variacion entre grupos fue
medida por andlisis de varianza de una via o dos vias (ANOVA) seguido por la
prueba de Bonferroni. El analisis estadistico fue realizado usando el Software
Graphad Prism v5.0. La significancia estadistica fue considerada con un valor de
p<0.05.
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[ll. RESULTADOS

En el presente estudio se evalud el efecto del resveratrol durante 28 dias sobre la
hiperfagia y expresion GHSR-1a en hipotdlamo de un modelo de ratas diabéticas
ya establecido por nuestro grupo de trabajo (Barragan, 2018). EI modelo consistio
en la inyeccion via intraperitoneal de STZ 70 mg/kg de peso en edad neonatal y
suplementacion de agua azucarada 10% en edad adulta. Una vez obtenidos los
animales diabéticos e hiperfagicos se incluyeron aleatoriamente en grupos de 3
contemplando un grupo control; 1) Control, 2) DM ST,3) DM+Met, 4) DM+Rsv y 5)
DM+PF.

Efecto del resveratrol sobre la ganancia de peso corporal en ratas diabéticas

Para determinar el efecto del resveratrol sobre la ganancia de peso corporal en los
animales diabéticos se calculd la diferencia promedio de peso corporal en los
altimos 2 dias de tratamiento contra la diferencia promedio de los 2 primeros dias
de tratamiento. No se encontraron diferencias significativas en los grupos diabéticos
(DM ST, DM+Met, DM+Rsv y DM+PF) sin embargo se observé que mostraron una
menor ganancia de peso corporal en comparacion al grupo control (Figural). Esto
sugiere que el resveratrol no recupera la ganancia de peso corporal en ratas

diabéticas.
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Figura 1. Efecto del resveratrol sobre la ganancia de peso corporal (g). Control- ratas no
diabéticas; DM ST- ratas diabéticas sin tratamiento; DM+Met- ratas diabéticas tratadas con
Metformina; DM+Rsv- ratas diabéticas tratadas con resveratrol, DM+PF- ratas diabéticas con
alimentacion controlada; durante 28 dias de tratamiento. Los datos son expresados como medias
+ SEM vy las diferencias entre los dos grupos se analizaron con la prueba de ANOVA de una via
seguido de Bonferoni #p<0.05 vs Control * p <0.05 vs DM ST.
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Efecto del resveratrol sobre la concentracion de glucosa sanguinea en ayuno.

Se compararon los niveles de glucosa sanguinea en ayuno al inicio del experimento
(1 dia antes de iniciar los tratamientos) respecto al término del experimento (Ultimo
dia de tratamientos) en los diferentes grupos experimentales. Después de 28 dias
de tratamiento se observé que las ratas del grupo DM ST mostraron un aumento
significativo en los niveles de glucosa sanguinea en comparacion con el grupo
control (p<0.05) (Figura 2). No hubo cambios significativos en los niveles de glucosa
en los grupos DM+Met, DM+Rsv y DM+PF respecto al grupo DM ST. Sin embargo,
se mostré una ligera disminucion en los niveles de glucosa al término del

experimento en el grupo DM Rsv y DM PF sin diferencias significativas.
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Figura 2. Efecto del resveratrol sobre la concentracion de glucosa sanguinea después de 28 dias de
tratamiento. Control- ratas no diabéticas; DM ST- ratas diabéticas sin tratamiento; DM+Met- ratas diabéticas
tratadas con Metformina; DM+Rsv- ratas diabéticas tratadas con resveratrol; DM+PF- ratas diabéticas con
alimentacion controlada ; durante 28 dias de tratamiento. Los datos son expresados como medias + SEM y
las diferencias entre los dos grupos se analizaron con la prueba de ANOVA de dos vias seguido de
Bonferroni # p <0.01 vs grupo control, "p<0.05 vs DM ST.
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Efecto del resveratrol sobre la ingesta de alimento

Para determinar si el resveratrol mostraba un efecto sobre la ingesta de alimento,
se registré la cantidad de alimento consumido diariamente, se calcul6 el promedio
y fue ajustado al peso corporal de las ratas. Las ratas control consumieron en
promedio 7g de alimento por cada 100 g de peso corporal por dia, sin embargo, las
ratas DM ST y DM+Rsv consumieron en promedio 11 g/100 g de PC/dia, 4 gramos
mas que las ratas control, mientras que las ratas DM+Met y DM+PF consumieron 8
g/100 g de PC y 79/100 g PC respectivamente. El grupo DM ST mostro diferencias
significativas respecto al control, lo que indica que la hiperfagia en ratas DM ST se
agrava, por otra parte, el grupo DM+Met y DM+PF mostraron diferencias
significativas respecto al grupo DM ST (Figura 3). Estos resultados sugieren que el

resveratrol no disminuye la hiperfagia en las ratas diabéticas.
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Figura 3. Efecto del resveratrol sobre laingesta de alimento durante 28 dias de tratamiento.
Se muestra el promedio del consumo de alimento diario ajustado al peso corporal (g/100g de peso
corporal/dia) en ratas Control- ratas no diabéticas; DM ST- ratas diabéticas sin tratamiento;
DM+Met- ratas diabéticas tratadas con Metformina; DM+Rsv- ratas diabéticas tratadas con
resveratrol ; DM+PF- ratas diabéticas con alimentacion controlada durante 28 dias de tratamiento.
Los datos son expresados como medias + SEM y las diferencias entre los dos grupos se analizaron
con la prueba de ANOVA de una via seguido de Bonferroni # p <0.05 vs control, p<0.05 vs DM ST.
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Efecto del resveratrol sobre la expresion del GHSR-1a en nucleo arcuato en
ratas diabéticas.

Para evaluar el efecto del resveratrol sobre la expresiéon del GHSR-1a en nucleo
arcuato del hipotdlamo se analizé la expresion del GHSR-la por
inmunofluorescencia en tejido cerebral de ratas de los diferentes grupos
experimentales. No se encontraron cambios significativos con respecto a la
expresion del GHSR-1a en los diferentes grupos experimentales, sin embargo, se
pudo observar que la expresion del GHSR1-a en el grupo DM ST es ligeramente
mayor respecto al Control, DM+Met y DM+Rsv, mientras que el nivel de expresion
en ratas DM+PF es similar a las ratas DM ST (Figura 4 y 5). Esto sugiere que a
pesar de que las ratas son sometidas a una alimentacién controlada mantienen el
mismo nivel de expresion del GHSR1-a que una rata diabética sin tratamiento. Las
ratas DM+Rsv mostraron un nivel de expresidén menor que en ratas DM ST sin
cambios significativos (Figura 4 y 5). Estos resultados indican que el resveratrol no
induce un efecto significativo en la modificacion de la expresion del GHSR.1a en

nucleo arcuato.
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Figura 4. Andlisis densitométrico de la intensidad de fluorescencia del GHSR-1a en ARC. Se
utilizé el software de ImageJ para el analisis de intensidad de fluorescencia del GHSR1-a en los grupos
Control- ratas no diabéticas; DM ST- ratas diabéticas sin tratamiento; DM+Met- ratas diabéticas tratadas
con Metformina; DM+Rsv- ratas diabéticas tratadas con resveratrol; DM+PF- ratas diabéticas con
alimentacion controlada. Los datos son expresados como medias + SEM y las diferencias entre los dos
grupos se analizaron con la prueba de ANOVA de una via seguido de Bonferroni # p <0.05 vs control,

“p<0.05 vs DM ST.
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Figura 5. Inmunoreactividad del GHSR-1a en ARC en los grupos experimentales. Se muestran las fotografias de la expresion del GHSR-
1la (1:200) en ARC, las marcas puntiformes brillosas corresponden al patrén de expresion del GHSR-1a, tefiidas con el anticuerpo secundario
Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 568 (1:500). Las secciones corresponden a zona ARC del hipotalamo en los grupos Control- ratas no
diabéticas; DM ST- ratas diabéticas sin tratamiento; DM+Met- ratas diabéticas tratadas con Metformina; DM+Rsv- ratas diabéticas tratadas con
resveratrol; DM+PF- ratas diabéticas con alimentacién controlada.
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La DM inducida por STZ es un modelo ya establecido en ratas. En el presente
estudio se indujo la DM mediante la inyeccion via intraperitoneal de 70 mg/kg de
peso de STZ y la administracién de agua azucarada al 10%. La induccién de DM
por este método se relacion6 con una disminucion en el peso corporal, hiperfagia e
hiperglucemia en ayuno en comparaciéon con el grupo de ratas control. La reduccién
en el peso corporal, hiperfagia e hiperglicemia en ayuno son sintomas comunes en
los pacientes diabéticos. Al igual que en los humanos, también se observo una
reduccion significativa en el peso corporal y aumento significativo del consumo de
alimento y niveles de glucosa en el grupo DM ST. En otro estudio de nuestro grupo
de trabajo empleando dosis de 70 mg/kg de peso de STZ en edad neonatal y
suplementacion de agua azucarada al 10%, mostraron resultados similares con
respecto a la pérdida de peso, hiperfagia e hiperglicemia en edad adulta (Barragan
et al., 2019). Otras investigaciones empleando diferentes dosis de STZ (50 y 60
mg/kg) en ratas Sprague-Dawley adultas, también han demostrado una reduccion
del peso corporal, aumento en la ingesta de alimento y niveles altos de glucosa en
ayuno (Kaur et al., 2016; Su et al., 2006).

La administracion oral de resveratrol no tuvo efectos en los cambios de peso
corporal en los diferentes grupos experimentales. Pero se observé que todos los
grupos de ratas diabéticas (DM ST, DM+Met, DM+ Rsv y DM+PF) tuvieron una
menor ganancia de peso corporal respecto al grupo control. El grupo DM+Rsv fue
el que mostrdé una menor ganancia de peso durante el periodo de tratamiento, por
lo cual se sugiere que el resveratrol no mejoré la ganancia de peso en ratas
diabéticas. Estos resultados son similares a los reportados por Barragan, 2019
(datos no publicados) empleando la misma dosis de resveratrol durante 28 dias en
un modelo de ratas diabéticas inducidas con 70 mg/kg de STZ en edad neonatal.
Otro estudio similar donde el resveratrol no mostro un efecto en la mejora de peso
corporal fue el de Iman et al.,2015 en un modelo diabético de ratas Wistar inducido

con 55 mg/kg de peso de STZ a la 15 semana de edad.
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En cuanto al efecto del resveratrol sobre los niveles de glucosa sanguinea, no se
encontraron diferencias significativas, pero se observd que existe una ligera
atenuacion de los niveles de glucosa después del periodo de tratamiento. El efecto
del resveratrol como un hipoglucemiante ya ha sido reportado en otros estudios
(Iman et al.,2015;Rouse et al.,2014).

Por otra parte, el tratamiento con resveratrol no mostré efectos significativos en la
hiperfagia de los animales diabéticos. Estos resultados fueron similares a los
reportados por Kaur et al., 2016 en ratas macho Sprague-Dawley en las que la DM
fue inducida con dosis de 50 mg/kg de peso de STZ. Probablemente la ineficiencia
del resveratrol para ejercer un efecto sobre la hiperfagia esté relacionada con su
baja biodisponibilidad en el organismo. Estudios han reportado que el resveratrol se
metaboliza eficientemente en el higado y el intestino, lo que resulta en menos del
1% de biodisponibilidad del resveratrol administrado por via oral (Walle et al.,2011;
Das et al., 2008). Sin embargo, Se ha reportado que debido a la naturaleza lipofilica
del resveratrol, es capaz de penetrar en la membrana celular mediante difusion
simple. Asi mismo se ha comprobado que el resveratrol puede cruzar la barrera
hematoencefalica para ejercer actividades neuroprotectoras (Wang et al.,2002). No
obstante, todavia se desconocen sus efectos directos sobre la sefializacion
hipotalamica, especificamente en la zona del ARC que estad involucrada en la
regulacion del apetito a través de la expresion de neuropéptidos orexigénicos y

anorexigénicos.

La metformina mostro cambios significativos en atenuar la condicién hiperfagica.
Esto probablemente explica el posible papel que puede tener la metformina en
inducir efectos anorexigénicos, que se ha reportado en otros estudios (Duan et
al.,2013; Nakano & Inui 2012). Pese a que los mecanismos no son conocidos, los
estudios reportan que el efecto de la metformina sobre el apetito esta relacionado
con la disminucion de la expresion del gen de Neuropeptido Y, considerado un
neuropeptido que induce el apetito en el organismo tras una cascada de
sefalizaciones en neuronas de segundo orden mediante la unién a sus receptores
Y1, Y5 (Day et al.,2005).
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El nivel de expresion del GHSR1-a en el ARC no mostro cambios significativos en
los grupos de estudio. Sin embargo, el grupo diabético tratado con resveratrol
mostro una tendencia no significativa en la diminucién de la expresion del GHSR-
la en comparacion con el grupo diabético sin tratamiento. Probablemente, lo
anterior se explica debido a que en primera instancia el GHSR-1a se expresa en
neuronas NPY/AgRP, este tipo de neuronas son menos susceptibles a dafio por
estrés oxidativo debido a que expresan proteinas desacoplantes denominadas
UCP2, las cuales amortiguan la formacion de ROS y de este modo pueden evitar
dafio por estrés oxidativo en este tipo de neuronas, que beneficia la integridad de
componentes celulares, como la membrana celular, proteinas y DNA (Brand et
al.,2004) En conjunto estos hallazgos llevan a la resistencia de los mecanismos

orexigénicos al estrés celular (Andrews et al., 2008).

Caso contrario con lo que podria pasar con otros receptores hormonales clave en
la produccion de neuropéptidos anorexigénicos como el receptor de insulina y
leptina donde su expresion podria ser alterada por cinasas como PKC, JNK y
factores de transcripcion como NF-Kb las cuales son activadas en respuesta al
estrés oxidativo (Bhattacharya et al.; 2007 Frihebeck, 2006) Cabe destacar que
estos receptores se ubican en las neuronas POMC las cuales no presentan UCP2,
por lo que estas neuronas son mas vulnerables al dafio inducido por ROS y por
consecuente a la degeneracién progresiva, y puede tener relevancia para la

persistencia de la hiperfagia (Andrews et al., 2008).

Los efectos del resveratrol sobre la ingesta de alimentos y la modificacién de la
expresion del GHSR-1a con la dosis utilizada en el presente estudio, parece ser
prometedor y merece una mayor investigacién como un tratamiento alternativo para
la prevencion y tratamiento de la DM.

En conjunto estos resultados demuestran que las ratas diabéticas sin ningan
tratamiento sus sintomas como la pérdida de peso, la conducta hiperfagica y la
hiperglicemia en ayuno se van agravando progresivamente. Por otra parte, también
se demuestra que el resveratrol no mejora la ganancia de peso corporal y la

hiperfagia en los animales diabéticos.
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La metformina mostro cambios significativos en el consumo de alimentos. Sin
embargo, existe una tendencia de que el resveratrol y una alimentacion controlada
pueden mejorar los niveles de glucosa en ayuno. Pese a que el resveratrol no
modifica significativamente la expresion del GHSR-1a en el ARC, si muestra una
tendencia en disminuir sus niveles de expresion. Los hallazgos de este trabajo
sugieren que el tratamiento con resveratrol podria mejorar los sintomas diabéticos
de manera parcial. Se propone que el resveratrol pudiera tener un efecto benéfico
en una condicion diabética si se aumenta el niumero de animales de estudio, la dosis

de resveratrol y el periodo de tratamiento se prolonga.
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