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RESUMEN 

 
El resveratrol es un polifenol catalogado como fitoalexina, que se produce de forma 
natural y en respuesta a factores bióticos y abióticos. Las plantas producen 
resveratrol con el propósito de disminuir la viabilidad celular de los organismos 
patogénicos, probablemente a través de la inhibición de la cadena transportadora 
de electrones (CTE) y de la F1F0-ATPasa (a lo que se denomina en conjunto 
fosforilación oxidativa), generando un descenso de síntesis de energía, causando a 
su vez una disfunción mitocondrial. Por otra parte, el interés por el resveratrol ha 
aumentado en los últimos años debido a los efectos benéficos a la salud mostrados 
por este estilbeno. Sin embargo, dichos efectos benéficos se han observado 
únicamente en concentraciones elevadas de glucosa o lípidos, sin considerar 
aquellos efectos con un consumo adecuado o bajo en los cuales se podría anular el 
efecto benéfico e incluso mostrar efectos tóxicos. Por lo tanto, el objetivo de la 
investigación fue determinar si la cantidad de glucosa influye en los efectos del 
resveratrol sobre la disfunción mitocondrial en hepatocitos de ratón (Hepa1c1c7). 
Las células Hepa1c1c7 se suplementaron con resveratrol en un intervalo de 
concentraciones (0.1 a 1000 µM) y con concentraciones de glucosa (0.5 a 30 mM). 
Se empleó el ensayo MTT para determinar viabilidad celular, observándose que la 
concentración alta de resveratrol (1000 μM) disminuyó en un 91% la viabilidad 
celular en concentraciones bajas de glucosa (0.5 a 1 mM); mientras que, a la 
concentración normal de glucosa (5 mM) disminuyó la viabilidad celular en un 63%, 
respecto a las células control. Por otro lado, concentraciones altas de glucosa (20 y 
30 mM) a los diferentes intervalos de resveratrol no disminuyeron la viabilidad 
celular. Esto indica que existe una relación dependiente del resveratrol con el estado 
energético de la célula. Posteriormente, se determinó la disfunción mitocondrial por 
medio de potencial de membrana, la liberación de especies reactivas de oxígeno 
(ERO) y la relación ADP/ATP, los resultados demuestran que el resveratrol altera la 
función mitocondrial incrementando la producción de ERO, así como el potencial de 
membrana en condiciones de restricción energética.  Por lo tanto, la relación 
ADP/ATP en restricción energética se incrementa en suplementación mayor a 100 
µM de resveratrol, conduciendo a un desequilibrio energético. Los resultados 
derivados del proyecto permitieron identificar que los efectos tóxicos del resveratrol 
son dependientes de la concentración de energía celular y están vinculados a la 
fosforilación oxidativa.  
(Palabras clave: resveratrol, disfunción mitocondrial, estado energético) 
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SUMMARY  
 

Resveratrol is a polyphenol classified as phytoalexin, which occurs naturally and in 
response to a mechanical injury or to biotic and abiotic factors. Resveratrol has been 
shown to reduce cell viability of pathogenic organisms, probably through inhibition 
of the electron transport chain (ETC) and F1F0-ATPase (which is referred to as 
oxidative phosphorylation in general), generating a decreased synthesis of energy, 
causing in turn a mitochondrial dysfunction. Interest in resveratrol has increased in 
recent years due to the beneficial health effects shown by this stilbene. However, 
such beneficial effects have been observed only at high concentrations of glucose 
or lipids, without considering those with adequate or low consumption in which the 
beneficial effect could be neglected and even show toxic effects. Therefore, the 
objective of the investigation was to determine whether the amount of glucose 
modulates the effects of resveratrol on mitochondrial dysfunction in mouse 
hepatocytes (Hepa1c1c7). Hepa1c1c7 cells were supplemented with resveratrol in 
a range of concentrations (0.1 to 1000 μM) and with glucose concentrations (0.5 to 
30 mM). The MTT assay was used to determine cell viability, and the high 
concentration of resveratrol (1000 μM) was significantly decreased to 91% cell 
viability at low glucose concentrations (0.5 to 1 mM); while normal glucose 
concentration (5 mM) decreased cell viability by 63%, relative to control cells. On the 
other hand, high glucose concentrations (20 and 30 mM) at different resveratrol 
intervals did not decrease cell viability. This indicates that there is a resveratrol-
dependent relationship with the energetic state of the cell. Subsequently, 
mitochondrial dysfunction was determined by means of membrane potential, 
reactive oxygen species (ROS) production and ADP/ATP ratio and the results 
showed that resveratrol alters mitochondrial function by increasing ROS production, 
as well as the membrane potential under conditions of energy restriction. Therefore, 
the ADP/ATP ratio is found in the energy that increases in supplementation greater 
than 100 μM resveratrol, leading to an energy imbalance. The results derived from 
the project allowed to identify that the toxic effects of the resveratrol are dependent 
of the energy concentration and are linked to the oxidative phosphorylation. 
(Keywords: resveratrol, mitochondrial dysfunction, energetic state) 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El resveratrol (3,4,5 trihidroxi-trans-estilbeno) es un polifenol compuesto de dos 

anillos benzoicos unidos entre sí por un doble enlace tipo estilbeno, que actúa como 

una fitoalexina y se produce en respuesta al reto a factores bióticos y abióticos en 

las plantas. En este sentido, la síntesis del resveratrol se ha relacionado 

principalmente como un mecanismo de defensa contra el ataque por hongos 

patógenos en las plantas que lo producen (Jeandet et al., 2014), sugiriendo la 

toxicidad de esta molécula. Sin embargo, aún no se conoce con certeza el 

mecanismo de acción molecular (Ahuja et al., 2012).  

La estructura química del resveratrol presenta grupos hidroxilo, que le permiten 

asociarse a los ácidos grasos favoreciendo la unión a biomembranas. La inhibición 

causada por el resveratrol sobre proteínas que se encuentran asociadas a la 

membrana como los complejos I y III de la cadena transportadora de electrones 

(CTE) y la F1F0-ATPasa, que en conjunto llevan a cabo la fosforilación oxidativa, 

sugiere que el sitio de acción de este polifenol son las biomembranas de la 

mitocondria. Además, el efecto negativo del resveratrol sobre la mitocondria 

corrobora que el mecanismo de toxicidad del resveratrol se debe a la inhibición de 

la fosforilación oxidativa (Madrigal-Perez et al., 2016). Por lo tanto, es de esperar 

que el resveratrol sea una molécula prooxidante al afectar la producción de energía 

y ocasionar una disfunción mitocondrial (Hardie, 2008) que pudiera estar 

relacionada con el estado energético (Baur et al., 2006), lo que resultó crucial para 

realizar esta investigación. 
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II. ANTECEDENTES 

 

Se ha detallado de forma extensa que las plantas producen sustancias anti fúngicas 

en respuesta al ataque de hongos patógenos (Bernard y et al.,1911); en los 

tubérculos de dos especies de orquídeas, Ochis morio y Loroglossum hircinum, se 

ha observado que adquieren resistencia a nuevos ataques de hongos después de 

ser infectados con Rhizoctomia repens (Soessl y Arditti, 1984). Este mismo 

fenómeno se descubrió en tubérculos de papa infectados por Phytophthora 

infestants y llamaron a estas sustancias fitoalexinas, las cuales son compuestos 

químicos producidos en respuesta a la invasión de las células vivas por un parásito 

(Muller y Burger, 1940). Este concepto ha sido modificado por fenómenos 

importantes que ocurren en la planta infectada: el primero es la producción de 

toxinas en las células de la planta afectadas por la infección y el segundo es la 

adquisición de resistencia de la planta después de la exposición con 

microorganismos (Grayer y Kokubun, 2001). Por lo tanto, esta definición se ha ido 

modificando frecuentemente; ya que las fitoalexinas no solo se producen por el 

ataque de hongos, sino también por factores de estrés no biológicos tales como 

irradiación UV o el tratamiento con metales pesados como cobre o sales de mercurio 

(Mithofer et al., 2004). 

El término fitoalexina se limita generalmente a metabolitos secundarios de bajo peso 

molecular, habitualmente por debajo de 1000 moles, de modo que no se aplica a 

péptidos antifúngicos y proteínas producidas por las plantas. Por lo tanto, se define 

por la dinámica de la biosíntesis y las funciones, no por su estructura química o la 

ruta biosintética a través de la cual se formaron (Grayer y Kokubun, 2001), tal es el 

caso del resveratrol.  

El resveratrol (3, 4′, 5-trihidroxi-trans-estilbeno) fue asilado por primera vez de las 

raíces blancas de Veratrum grandiflorum (Takaoka, 1940); más tarde en 1963, se 

aisló de las raíces de Polygonum cuspidatum, una planta utilizada en la medicina 

tradicional china y japonesa (Nonomura et al., 1963) como tratamiento en 

inflamación, infecciones, enfermedades de la piel, hiperlipidemia y cáncer (Peng et 

al., 2013). Así mismo, el resveratrol ha estado vigente desde la época antigua en 
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preparaciones medicinales, como en los géneros Darakchasava o Manakka (Paul 

et al.,1999) como tratamiento de diversas enfermedades. Por ello, el resveratrol al 

considerarse un polifenol con efectos benéficos a la salud, pero tóxico para hongos, 

resulta relevante indagar sobre su producción en plantas y efecto molecular en 

células a fin de conocer el mecanismo molecular a través del cual el resveratrol 

ejerce una amplia gama de efectos benéficos, que aún no está del todo claro.  

 

2.1. Producción de fitoalexinas en plantas 

 

Las plantas están expuestas a diferentes condiciones ambientales, que incluyen 

una combinación de factores bióticos (microorganismos) y abióticos (rayos UV), o 

daños mecánicos (heridas de insectos), los cuales generan sustancias tóxicas en la 

planta, no solo como mecanismo de defensa sino también para beneficio propio 

(Atkinson y Urwin, 2012). Dichos factores provocan una respuesta celular y 

molecular compleja implementada por la planta con el fin de evitar daños y asegurar 

su supervivencia. Dentro de los compuestos inducidos por el estrés biótico que 

permiten la defensa de la planta hacia patógenos se encuentran las fitoalexinas que 

son sustancias tóxicas para los microorganismos (Dey et al., 1991).  

Aunque los mecanismos por los cuales las fitoalexinas ejercen su toxicidad aún se 

desconoce, se ha propuesto el daño de las membranas microbianas y la inducción 

de muerte celular programada como mecanismos de acción de las fitoalexinas 

(Ahuja et al., 2012). Por lo tanto, las fitoalexinas tienen una participación importante 

en el sistema de defensa de las plantas contra organismos patógenos. La naturaleza 

de la interacción entre las plantas y los organismos patógenos depende en gran 

medida por la capacidad de este último para metabolizar las fitoalexinas (Wu y 

VanEtten, 2004), las cuales se sintetizan en células sanas adyacentes a las células 

dañadas y se acumulan tanto en tejidos necróticos resistentes como susceptibles, 

es decir, se producen restringidamente en un sitio alrededor del lugar de infección 

(Grayer y Kokubun, 2001). Después de una infección, las fitoalexinas son 

sintetizadas rápidamente, casi horas después del ataque del organismo patógeno, 
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y son tóxicas para un amplio espectro de hongos y bacterias patógenas (Taiz y 

Zeiger, 2003); tal efecto tóxico se ha relacionado con una alteración del metabolismo 

energético en los hongos.  

Por ello, esto es crucial para comprender los efectos biológicos del resveratrol en 

eucariotas superiores; así como establecer la importancia biológica en las plantas; 

esto ayudará a entender y discriminar con mayor detalle los efectos moleculares 

detrás del fenotipo asociado con el resveratrol (Madrigal-Perez et al., 2015).   

 

2.2. Resveratrol 

 

El resveratrol es una fitoalexina, catalogado como un polifenol, que se produce de 

forma natural en respuesta a la lesión mecánica, ataque de organismos patógenos 

o exposición a radiación UV (Burns et al., 2002). Por ejemplo, en el fruto de la vid, 

la uva la concentración de resveratrol es muy variable y depende de la especie de 

uva, el clima y la presión fúngica, siendo mayor en la piel del fruto y en las semillas. 

El resveratrol se extrae usualmente de las uvas rojas y se ha estimado que en el 

epicarpio de las uvas se encuentra en una concentración de 50 a 100 µg/g. 

Su estructura básica se compone de dos anillos benzoicos unidos entre sí por un 

doble enlace de estilbeno, que forma 3,4′,5-trihidroxi-trans-estilbeno con un peso 

molecular de 228.25 g/mol. Este doble enlace es responsable de los isómeros cis-

trans (Figura 1) de resveratrol (Trela y Waterhouse, 1996). La forma trans es el que 

predomina en fuentes dietarias y suplementos por ser más estable. 
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Figura 1. Estructura química cis y trans del resveratrol (Gambini et al., 2015) 

 

El resveratrol es un compuesto de usos múltiples eficaz para mejorar la salud y 

prevenir o tratar enfermedades crónicas. Se ha demostrado que su actividad 

biológica depende de sus determinantes estructurales, incluyendo el número y 

posición de los grupos hidroxilo, el enlace de hidrógeno intramolecular, 

esteroisomería y la presencia de un doble enlace (Catalgol et al., 2012). De igual 

forma, la presencia de grupos aromáticos en su estructura, le confiere la capacidad 

de funcionar como antioxidante y prevenir reacciones de oxidación. Por otro lado, el 

resveratrol a bajas concentraciones presenta actividad prooxidante por un aumento 

en la producción de superóxido intracelular (Sassi et al., 2014) que conlleva a la 

inducción de sistemas antioxidantes.  

Por lo tanto, existe evidencia que indica que el resveratrol, una fitoalexina, puede 

estar actuando sobre las membranas mitocondriales afectando la producción de 

energía de los organismos patógenos (Jeandet et al., 2012). Así, el mecanismo de 

defensa por el cual actúa el resveratrol está asociado con la inhibición de la cadena 

transportadora de electrones (CTE) (Xu et al., 2015) y la F1F0-ATPasa. No obstante, 

este mecanismo no se ha asociado con los efectos benéficos a la salud relacionados 

con el resveratrol; sin embargo, existe evidencia que indica que ambos mecanismos 

pueden converger a nivel molecular, lo que ayudaría a entender el efecto biológico 

del resveratrol asociado a sistemas biológicos (Madrigal-Perez y Ramos-Gómez, 

2016).  
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2.2.1. Efectos biológicos del resveratrol  

 

Cuantiosos estudios han reportado la actividad antioxidante y el efecto protector 

cardiovascular del resveratrol, sustancia que presenta actividad antiproliferativa, 

antitumoral, así como agente citotóxico en varios tipos de cáncer (Athar et al., 2007). 

Sin embargo, dichos mecanismos aún merecen ser evaluados (Chun et al., 2013), 

ya que hay evidencia que sugiere lo contrario; un ejemplo de ello, es el mecanismo 

antiapoptótico, el cual resulta incierto. Algunos estudios han sugerido que esta 

función podría estar mediada a través de receptores como Bax (Bcl-2-associated X 

protein, por sus siglas en inglés) un regulador positivo de apoptosis. La actividad 

antiproliferativa del resveratrol se ha demostrado en varias líneas celulares a través 

de la detención del ciclo celular en la fase G2 (Schenider et al., 2000). Por otro lado, 

se demostró el efecto proapoptótico del resveratrol durante la fase G1 del ciclo 

celular (Liu et al., 2014). Además, esta fitoalexina podría actuar a través de la 

disminución de la biosíntesis de poliaminas a través de la inhibición de la enzima 

ornitina descarboxilasa (ODC), enzima responsable de la producción de 

compuestos necesarios para la división celular (Wolter et al., 2004).  

El interés en el resveratrol alcanzó su punto máximo a partir de estudios donde se 

identificó como un activador de SIRT1 (sirtuina 1) (Howitz et al., 2003) capaz de 

imitar los efectos de la restricción energética (Baur et al., 2006), mediante el 

aumento de la longevidad en las levaduras (Howitz et al., 2003), gusanos (Wood et 

al., 2004), moscas (Bass et al., 2007) y peces (Valenzano et al., 2006). Actualmente, 

la participación del resveratrol y SIRT1 sobre la longevidad es aún objeto de debate, 

por lo cual sus efectos terapéuticos ameritan investigarse. 

Recientemente, se ha detallado que un mediador clave de los efectos metabólicos 

del resveratrol puede ser AMPK, una proteína cinasa activada de AMP; que se 

activa por las condiciones que aumentan la relación AMP/ATP (Chung et al., 2013), 

dicha activación de AMPK se incrementa por la restricción energética (Poel et al., 

2009). Existe evidencia que sugiere que el resveratrol disminuye los niveles de ATP 

intracelular y activa AMPK en una relación dependiente de ATP/AMP, pero solo se 

ha demostrado en altas concentraciones de resveratrol (100 a 300 µM) (Puissant et 
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al., 2010). En cuanto a la restricción energética, el ayuno estimula la liberación de 

glucagón y catecolaminas que se unen a sus receptores aumentando la producción 

de cAMP mediante la activación de adenilato ciclasas (ACS). Por ello, células 

expuestas a concentraciones bajas de sustratos oxidables, incrementan la 

fosforilación de AMPK, por un descenso en los niveles de ATP, mostrando efectos 

benéficos como prolongación de la vida útil.  

 

2.2.2. Resveratrol y su asociación con función mitocondrial 

 

La actividad antioxidante se ha determinado en mitocondrias aisladas de cerebro de 

rata, demostrando que el resveratrol inhibe la respiración mitocondrial a nivel del 

complejo III al competir con la coenzima Q por lo electrones. Este hecho es 

relevante, ya que determina la actividad antioxidante en la mitocondria, no sólo por 

su capacidad de absorber electrones no pareados, sino también mediante la 

inhibición de un complejo que genera radicales libres (Zini et al., 1999). A su vez, 

dentro de los efectos interesantes del resveratrol se incluye la inducción de genes 

importantes para la función mitocondrial como PGC-1α (peroxisome proliferator 

activated co-activator 1 α, por sus siglas en inglés), un regulador maestro de la 

biogénesis mitocondrial (Svensson et al., 2015), que conduce a un incremento en la 

función mitocondrial; sin embargo, dicho efecto merece ser evaluado. Por lo 

anterior, resulta crucial entender cuál es el mecanismo molecular que se ha 

asociado al resveratrol y como éste afecta la función mitocondrial.  

 

2.2.3. Mecanismos moleculares de acción del resveratrol en la 

mitocondria  

 

En diversos estudios se ha detallado la relación del resveratrol con la mitocondria, 

observándose en ratones de edad avanzada que el resveratrol estimula la actividad 

del complejo I a concentraciones bajas (<5 μM), mientras que concentraciones 

elevadas (>50 μM) disminuyen dicha actividad (Saintidrian et al., 2013), generando 
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estrés oxidativo. Lo anterior aporta nuevas ideas sobre el mecanismo de acción del 

resveratrol en la mitocondria y pone en manifiesto la importancia del equilibrio entre 

efectos desfavorables y los antioxidantes del resveratrol en función de la dosis y la 

edad (Guenguen et al., 2015).  

En base a lo anterior se concluye que la mayoría de los estudios experimentales 

donde se analizan los efectos benéficos resveratrol se han evaluado en condiciones 

de estrés oxidativo o alteraciones metabólicas (dietas altas en grasa, diabetes e 

isquemia, entre otros). Sin embargo, estos efectos pueden variar dependiendo del 

modelo experimental empleado y las condiciones de experimentación. Por ejemplo, 

la administración de 1 mg/kg/día de resveratrol durante 30 días en ratas alimentadas 

con una dieta alta en grasa mostró efectos benéficos al aumentar la actividad de las 

enzimas antioxidantes catalasa (CAT) y superóxido dismutasa (SOD). Sin embargo, 

dichos efectos no se observan en ratas con dieta estándar; por el contrario, se 

disminuyen sistemas antioxidantes, como el glutatión (GSH) (Rocha et al., 2009). 

En condiciones de diabetes, niveles elevados de glucosa en sangre inducen la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ERO) a través de múltiples vías, 

dando como resultado el desacoplamiento de la fosforilación oxidativa mitocondrial 

y la actividad del óxido nítrico sintasa endotelial (NOSe), reduciendo la 

disponibilidad de óxido nítrico (NO) y la generación de más ERO (Porter et al., 2013). 

Se ha demostrado un incremento en la producción intracelular de ERO en células 

vasculares incubadas con una concentración elevada de glucosa (30 mM) durante 

30 minutos sin resveratrol. Por el contrario, un pre tratamiento con resveratrol 

disminuyó significativamente la generación de ERO en una forma dependiente de 

la concentración. Dentro de la mitocondria, las enzimas NADPH oxidasas se han 

implicado como principal fuente de generación de ERO en respuesta a glucosa 

elevada (Rong et al., 2014). Así mismo, es relevante entender como está 

relacionado el consumo elevado de glucosa sobre los probables efectos en la CTE.  
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2.3. Cadena transportadora de electrones  

 

La cadena respiratoria o CTE está localizada en la membrana mitocondrial interna 

y su principal función es la producción de energía a través de la fosforilación 

oxidativa. La CTE consiste en 4 complejos: Complejo I donde se transporta los 

electrones procedentes del NADH obtenido de la glucólisis, la β-oxidación, el ciclo 

de Krebs u oxidación de aminoácidos, hacia la poza de quinonas; el complejo II que 

transporta los electrones del FADH obtenido de la oxidación del succinato y 

transfiere a la coenzima Q los electrones generados de ambos complejos. 

Normalmente, la transferencia de electrones se realiza a través de complejos I, III y 

IV hacia el exterior en el espacio intermembranal, generando un transporte de 

protones que impulsa la ATP sintasa para la fosforilación de ADP en ATP.  

El complejo I o NADH deshidrogenasa oxida NADH a NAD+ y transporta protones 

hacia el espacio intermembranal a través de la membrana interna generando un 

gradiente de protones (gradiente electroquímico). En el caso del complejo II o 

succinato deshidrogenasa actúa el FADH2 que se forma durante la conversión de 

succinato a fumarato en el ciclo del ácido cítrico. Los electrones son transferidos por 

medio de sistemas Fe-S hacia la coenzima Q. El complejo III o citocromo c obtiene 

dos electrones desde QH2 y los transfiere al citocromo c o complejo IV, el cual capta 

cuatro electrones de las cuatro moléculas de citocromo c y se transfieren al anión 

superóxido (O2
●) para producir dos moléculas de agua. Al mismo tiempo se 

translocan cuatro protones al espacio intermembranal por los cuatro electrones 

generados; además, desaparecen de la matriz dos protones que forman parte del 

agua (Nicholls y Ferguson, 2013) como un producto final de la fosforilación oxidativa 

junto con el ATP. 

Por el contrario, en células incubadas con alta concentración intracelular de glucosa 

se produce un mayor nivel de piruvato derivado de la glucosa que se oxida en el 

ciclo del ácido tricarboxílico (TCA), aumentando con ello el flujo de electrones 

donados por el NADH y FADH a la CTE (Giacco y Brownlee, 2010). Como resultado, 

el gradiente de la membrana mitocondrial se incrementa hasta un umbral crítico; en 
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este punto, la transferencia de electrones dentro del complejo III se bloquea 

(Trumpowe, 1990), haciendo que los electrones que dona la coenzima Q regresen 

uno a la vez al oxígeno molecular generando O2
•. La isoforma mitocondrial de la 

enzima SOD dismuta este radical libre de oxígeno (O2
●) a peróxido de hidrógeno 

(H2O2), que luego se convierte en agua y oxígeno por otras enzimas, como la CAT. 

Cualquier alteración de la actividad de la cadena respiratoria causa varios 

desórdenes afectando la producción y reciclaje de ATP, conocido como disfunción 

mitocondrial (Brand y Nicholls, 2011). 

 

2.4. Mitocondria y mecanismos de glucosa elevada 

 

La glucólisis se requiere para la producción de ATP mitocondrial, ya que proporciona 

las moléculas de piruvato necesarias para la actividad mitocondrial. Por lo tanto, 

bajo condiciones fisiológicas normales las células utilizan las fosforilación oxidativa 

y la glucólisis para generar energía (Rafikov et al., 2015).  

La glucosa elevada a nivel celular induce una toxicidad similar al estrés oxidativo, al 

aumentar la respiración mitocondrial; el metabolismo de la glucosa promoverá la 

formación excesiva de ERO que, en forma conjunta con las defensas antioxidantes 

insuficientes, pueden dañar las células, específicamente la mitocondria (Apel y Hirt, 

2004), generando un incremento de O2
● mitocondrial producido por el complejo I 

(Murphy, 2009), que posteriormente se convertirá a otras especies reactivas 

(Wallace, 1992) que pueden dañar las células de diversas maneras y que se cree 

pudieran ser el origen de complicaciones inducidas por glucosa elevada. Aunado a 

esto, el resveratrol oxidado genera complejos con el cobre que fragmentan el ADN 

(Hadi et al., 2010), dañando la mitocondria. Sin embargo, este mecanismo merece 

ser estudiado.  

Hallazgos importantes dentro de esta área sugieren que, el resveratrol, al tener 

afinidad por las biomembranas, pudiera interaccionar con proteínas dentro de la 

CTE, alterando la misma y generando un efecto prooxidante.  
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2.5. Mitocondria como generador de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

 

La mitocondria es la principal fuente celular de ERO, los cuales se derivan del 

metabolismo del oxígeno o de la CTE y se incluyen el O2
●-, H2O2, ●OH (radical 

hidroxilo) y ROO● (radical peróxido). 

Las ERO puede inducir daño oxidativo a través de la peroxidación de lípidos de las 

membranas celulares (Magder, 2006). Sin embargo, bajo condiciones fisiológicas 

normales existen sistemas antioxidantes como el GSH, las enzimas SOD y CAT, 

entre otras, capaces de mantener un equilibrio sobre el daño oxidativo (Droge, 

2002).  

En estudios in vitro se ha demostrado que el resveratrol protege cultivos de 

hepatocitos primarios contra necrosis o muerte inducida por estrés oxidativo 

mediante el aumento de la actividad de las enzimas CAT, SOD y glutatión S-

transferasa (GST), así como de los niveles de GSH y NADPH. Lo anterior como 

consecuencia de la activación de factores de transcripción, como el factor nuclear 

eritroide Nrf2 (por sus siglas en inglés), promoviendo su translocación del núcleo y 

activando la transcripción de genes de respuesta antioxidante, entre otros (Ruibiolo, 

2008). 

 

2.6. Activación de proteínas cinasas (AMPK)  

 

AMPK es una enzima que responde a la disminución en el estado de energía celular 

por procesos que generan ATP, tales como la oxidación de ácidos grasos y el 

transporte de glucosa (Weikel et al., 2016); AMPK actúa como un sensor de baja 

energía celular mediante el control de la relación AMP, ADP y ATP (Hardie, 2011).  

El complejo enzimático se compone de tres subunidades catalíticas α y dos 

subunidades reguladoras β y γ (Hardie, 2008). AMPK es activada por la fosforilación 

de la subunidad α en Thr 172 por la cinasa del hígado B1 (LKB1) o la proteína cinasa 

β dependiente de Ca2+ (CaMKKβ) (Woods et al., 2003) en respuesta al agotamiento 
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de los niveles de ATP, activando a su vez vías catabólicas que generan ATP/AMP 

para restaurar el balance de energía. Los efectos del AMP son una activación 

alostérica directa, ya que afecta la proporción de fosforilación de AMPK en dirección 

positiva, así como la desfosforilación negativa (Hardie, 2011). 

AMPK desempeña un rol importante en la regulación del metabolismo hepático; 

durante el ayuno, la activación de AMPK restringe la síntesis de glicerolípidos a 

través de la disminución de la actividad de la enzima glicerol 3 fosfato aciltransferasa 

(Gallis et al., 2012) que induce la inhibición del factor de transcripción SREBP-1c 

(Sterol regulatory element-binding proteins, por sus siglas en inglés), el cual 

disminuye la expresión de genes lipogénicos (Hardie, 2015). Sin embargo, en 

estados de sobrealimentación la producción de glucosa hepática se aumenta; por 

el contrario, un mecanismo clave por el cual el resveratrol disminuye la resistencia 

a la insulina, es a través de la inhibición de gluconeogénesis hepática influida 

específicamente por la activación de AMPK (Kulkarni y Cantó, 2014). Debido a esto, 

el resveratrol activa AMPK en base a la capacidad que tiene de unirse e inhibir la 

F1F0-ATPasa mitocondrial, deteriorando así la producción de ATP (Hawley et al., 

2010, Chung, 2012;). Por ello, resulta ser una alternativa contra diversas 

enfermedades y un blanco molecular importante para múltiples xenobióticos.   
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

El resveratrol es un compuesto polifenólico producido por varias especies de plantas 

incluyendo uvas, pistaches y nueces (Baur y Sinclair, 2006) que se produce ante 

situaciones de estrés de la planta, como el ataque de organismos patógenos 

(Jeandet et al., 2002). Dicho compuesto presenta una amplia gama de propiedades 

benéficas para la salud, tales como potencial antioxidante (Cheng et al., 2013), anti-

inflamatorio (Chiou et al., 2014) y adelgazante (Lephart et al., 2014). En base a estas 

actividades biológicas, el interés por el resveratrol ha aumentado, atribuyéndole 

propiedades cuyo mecanismo de acción aún no ha sido elucidado (Madrigal-Perez 

et al., 2015).  

Existen estudios en los que el resveratrol actúa como un eliminador de radicales 

libres (Ferrero et al., 1998), presenta capacidad de mejorar el gasto de energía al 

aumentar la respiración mitocondrial y la oxidación de lípidos (Lagouge et al., 2006). 

Sin embargo, existe evidencia de que el resveratrol presenta actividad prooxidante 

bajo ciertas condiciones experimentales (Burns et al., 2002) causando daño 

oxidativo del ADN que puede conducir a la detención del ciclo celular o a la 

apoptosis. Por lo tanto, dicha inhibición de la respiración mitocondrial podría ser el 

principal blanco molecular del resveratrol. La propia identificación y validación de 

las dianas celulares del resveratrol son la clave para la comprensión de sus 

beneficios a la salud.  

La presente investigación tuvo como objetivo dilucidar el mecanismo que tiene el 

resveratrol en el metabolismo de la glucosa, probando el vínculo molecular que 

existe entre estos compuestos sobre la función mitocondrial; ya que dicho 

mecanismo sigue siendo desconocido. Para lo anterior, en el presente estudio se 

suplementaron hepatocitos (células Hepa1c1c7) a distintas concentraciones de 

glucosa en presencia de resveratrol para evaluar la relación que existe entre ambos 

con la disfunción mitocondrial. 

Es importante asegurar que el uso del resveratrol se proponga como un 

coadyuvante efectivo contra padecimientos como cáncer por su potencial citotóxico. 
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Así mismo, existen pocos reportes del efecto del resveratrol en el metabolismo 

mitocondrial en tejidos de animales abriendo un panorama nuevo y relevante de 

investigación y del cual se pretende dilucidar como actúa el resveratrol en 

hepatocitos con diferentes concentraciones de glucosa. 
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IV. HIPÓTESIS 

 

La disfunción mitocondrial ocasionada por el resveratrol es influenciada por la 

concentración de glucosa en los hepatocitos de ratón Hepa1c1c7.  

V. OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivo general  
 

Evaluar la concentración de glucosa y su relación con los efectos del resveratrol 

sobre la disfunción mitocondrial en hepatocitos de ratón Hepa1c1c7 

5.2 Objetivos específicos  
 

1. Evaluar el efecto de la interacción entre resveratrol y glucosa en la viabilidad 

de células de hepatocitos de ratón Hepa1c1c7.  

2. Determinar la disfunción mitocondrial inducida por el resveratrol y la glucosa 

en células de hepatocitos de ratón Hepa1c1c7.  
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1  Materiales 

 

6.1.1 Línea celular y medio de cultivo 

 

La línea celular Hepa1c1c7 utilizada en este proyecto de investigación se adquirió 

de la American Type Culture Collection (ATCC), se trata de hepatocitos de ratón. 

Las células se mantuvieron en medio de cultivo α-MEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MI, EUA), bicarbonato de sodio (Baker, Xalostoc, Edo. de México), suero fetal 

bovino (SFB) al 10% (Microlab, México) y 1% antibiótico (Sigma-Aldrich).  

 

6.1.2 Modelo de estudio: Hepatocitos 
 

Los hepatocitos son células propias del hígado que forman su parénquima, que 

constituyen el componente secretor endócrino y exócrino y constituyen el 80% del 

tejido hepático. Se caracterizan por tener un marcado aumento en las actividades 

de las enzimas glucolíticas incluyendo hexocinasas, con una disminución 

simultánea en la actividad de las enzimas gluconeogénicas.  

Hepa1c1c7 es una línea celular que se deriva de hepatoma de ratón (Mus 

musculus). Las células presentan una morfología epitelial, tamaño de 18 micrones, 

segregan plasma mayormente proteico; por ejemplo, albúmina, transferrina, 

fibrinógeno y α-2-macroglobulina. Las células Hepa1c1c7 se cultivan 

satisfactoriamente en sistemas de cultivo a gran escala y tienen gran aplicación 

científica para vislumbrar estudios sobre el metabolismo hepático y la toxicidad de 

xenobióticos y la inducción a nivel transcripcional de sistemas antioxidantes.  
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6.1.3 Material químico   
 

Se usó trans-resveratrol obtenido de Sigma-Aldrich, para suplementar las células 

Hepa1c1c7 en concentraciones de 0.1, 1.0, 10, 100 y 1000 μM y dextrosa (Sigma-

Aldrich) como medio de energía para las células, en un intervalo de concentraciones 

de 0.5 a 30 mM.  

6.2 Métodos  
 

6.2.1 Cultivo celular 

 

Para el cuidado inicial de las células Hepa1c1c7 se siguieron las recomendaciones 

de ATCC, posteriormente se mantuvieron en medio mínimo (α-MEM, Sigma-

Aldrich), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina (Sigma-

Aldrich), y 1% antibiótico (Sigma-Aldrich); el medio se descartó cada 2 a 3 días, 

(anexo 1).  

Se mantuvieron en frascos con 10 ml del medio de cultivo en condiciones de 37 ºC 

y 5% de CO2. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80% se 

transfirieron incubando con 0.25% tripsina-EDTA (1x) y amortiguador fosfato salino 

(PBS, por sus siglas en inglés) y se añadieron 7 ml de medio de cultivo para inactivar 

la tripsina; la mezcla resultante se añadió en el frasco nuevo y se incubaron a 37 ºC 

y 5% de CO2. Para los experimentos se mantuvieron las células Hepa1c1c7 en 

placas de 96 pozos, después se trataron con las diferentes concentraciones de 

glucosa y resveratrol en incubadora a 37 ºC y 5% de CO2 por 24 h.  

6.2.2 Suplementación con resveratrol y glucosa 
 

Las diferentes concentraciones de resveratrol se diluyeron a partir de una solución 

inicial de trabajo 50 mM, el cual se disolvió en 1 ml de DMSO al 0.25% para no 

afectar la viabilidad celular. Las suplementaciones utilizadas de resveratrol fueron 

0.1, 1, 10, 100 y 1000 µM.  Las concentraciones de glucosa se diluyeron a partir de 

una solución inicial de trabajo de 800 mM, la cual se disolvió en 5 ml de medio 
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(DMEM) sin glucosa, hasta obtener las concentraciones seleccionadas de glucosa 

(0.5, 1, 5, 10, 20 y 30 mM). 

6.2.3 Viabilidad celular por medio de ensayo de MTT  

 

Se evaluaron diferentes concentraciones de glucosa (0.5 y 1 mM) para restricción 

energética), 5 mM (concentración estándar) y 10, 20 y 30 mM (concentración 

elevada) y las diferentes suplementaciones de resveratrol (0.1, 1, 10, 100 y 1000 

µM) a fin de identificar la concentración que pudiera presentar citotoxicidad para la 

línea celular antes descrita (Figura 2). La prueba de citotoxicidad se realizó 

mediante ensayo con bromuro de dimetil-tiazolil-difenil-tetrazolio (MTT), basado en 

la reducción metabólica del reactivo realizada por la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa, que genera un compuesto de color azul oscuro llamado formazán, 

lo que permitió determinar la funcionalidad y la actividad metabólica mitocondrial de 

las células suplementadas; la cantidad de células activas fue proporcional a la 

cantidad de formazán producido (Mosmann, 1983) (anexo 2). Finalmente, se calculó 

la viabilidad celular en función de los valores de la absorbancia, cuyos valores se 

expresaron en porcentajes.  
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Figura 2. Condiciones experimentales del ensayo MTT 

 

6.2.4. Cuantificación de proteína total BCA 

 

El método del ácido bicinconínico (BCA) se basa en la detección y cuantificación 

colorimétrica de proteína total, el cual se empleó como un método de 

estandarización y normalización en las células. Este método combina la reducción 

del Cu+2 a Cu+1 en medio alcalino (reacción de Biuret) utilizando el ácido 

bicinconínico. El producto de la reacción tiene un color púrpura formado por el 

complejo de BCA con un ion Cu+1; el cual se detecta a 562 nm (Smith, 1985).  
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Leer a 570 nm

Incubar  
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24 h  
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6.3 Disfunción mitocondrial 
 

6.3.1 Determinación de la liberación peróxido de hidrógeno (H2O2) por 

medio de Amplex Red 

 

Para la detección de H2O2 se empleó el kit Amplex Red, cuyo sustrato incoloro 

reacciona estequiométricacamente con el H2O2 en una relación 1:1. El producto que 

se genera de esta reacción es resorufina, la cual se detectó por fluorescencia (Zhao 

et al., 2012).  

Las reacciones con Amplex Red se prepararon en un cuarto obscuro; de igual 

manera, las placas que contenían las células se mantuvieron en oscuridad o luz 

ambiente de laboratorio. Se lavaron las células con un amortiguador y se incubaron 

con la mezcla de reacción 50 μM de Amplex Red y la enzima peroxidasa de rábano 

(HRP, por sus siglas en inglés) durante 30 min. La fluorescencia se detectó en el 

lector de microplacas Versa Max Tunable Microplate Reader (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, EUA) a una longitud de onda de 560 nm.  

 

6.3.2 Potencial de membrana mitocondrial (Δψm) 
 

Se basa en un método fluorescente que indica la presencia de disfunción 

mitocondrial. Dicho método consistió en agregar a las células yoduro de 3,3´-

dipropiltiadicarbocianina (DISC3) y posteriormente se añadió carbonil cianina-3-

clofenilhidrazona (CCCP) con el objetivo de desacoplar la fosforilación oxidativa 

esperando que aumentara el potencial de membrana mitocondrial y se emite la 

fluorescencia (Peña et al., 2010). 
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6.3.3 Relación ADP/ATP  
 

Este ensayo se basa en la detección luminiscente de los niveles intracelulares de 

ADP y ATP. La relación ADP/ATP proporciona un procedimiento sencillo y directo 

de la medición de dichos niveles. El ensayo consiste en dos pasos; en el primero de 

ellos, se lisan las células con el reactivo de trabajo para la liberación de ATP y ADP; 

en presencia de luciferina, el ATP reaccionó inmediatamente con el sustrato 

luciferina para producir luz. Así, la intensidad de la luz es una medida directa de la 

concentración de ATP intracelular. En el segundo paso, el ADP se convirtió en ATP 

a través de una reacción enzimática. Este ATP recién formado reaccionó con la 

luciferina como en el primer paso y la segunda intensidad de luz representó el ADP 

total y la concentración de ATP en la muestra. Un aumento en los niveles de ATP y 

la disminución de ADP indicaron de manera indirecta células proliferantes. Por el 

contrario, la disminución de los niveles de ATP y aumento de ADP representaron 

células apoptóticas o necróticas. 

 

6.4 Análisis estadístico  

 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se expresaron como 

media ± error estándar (EE). Se utilizó un análisis de varianza y se compararon las 

medias utilizando una prueba de Dunnet comparando todos los tratamientos contra 

el control (células sin resveratrol). Los valores P < 0.05 fueron significativos. El 

paquete estadístico que se utilizó fue GraphPad versión 5.  
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Esta investigación tuvo como propósito evaluar el metabolismo de glucosa y su 

relación con los efectos del resveratrol sobre la disfunción mitocondrial en 

hepatocitos de ratón Hepa1c1c7. De manera particular, se pretendió identificar el 

efecto que tiene la interacción entre resveratrol y glucosa en la viabilidad celular y 

finalmente establecer la presencia de disfunción mitocondrial, cuyo papel es central 

para explicar la actividad biológica del resveratrol en modelos in vivo e in vitro. Sin 

embargo, dichos efectos únicamente se han observado en concentraciones 

elevadas de energía (glucosa y lípidos), sin considerar aquellos efectos que 

pudieran presentarse con un consumo estándar o bajo de energía, en los cuales se 

podría anular el efecto benéfico e incluso mostrar efectos tóxicos a través de la 

inhibición de la CTE. 

 

VII.1. Viabilidad celular y cuantificación de proteína por ácido bicinconínico (BCA) 
 

Se realizó una prueba colorimétrica de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT 

basado en la reducción metabólica del tetrazolio realizada por la enzima 

mitocondrial succinato deshidrogenasa, la cual reduce el tetrazolio a formazán. Esta 

prueba permitió determinar la actividad metabólica de las células en diferentes 

concentraciones de glucosa (0.5 a 200 mM), para tener un panorama del efecto 

celular que tienen las diferentes concentraciones de glucosa sobre la actividad 

metabólica de las células. Se encontró un efecto de campana de Gauss, en el cual 

el punto de mayor actividad metabólica fue de 5 mM (Figura 3). Estos datos permiten 

observar que la concentración normal de glucosa (5 mM) es la que presenta la 

mayor actividad metabólica; mientras que las concentraciones baja y alta de glucosa 

disminuyen la actividad metabólica; lo que sugiere que, efectivamente, la variación 

en la concentración de glucosa tiene un efecto diferencial sobre el metabolismo de 

las células Hepa1c1c7.  Por lo que se decidió seleccionar un rango de 

concentraciones de glucosa que fueran cercanas a las fisiológicas en el organismo; 

de tal manera que concentraciones 0.5 y 1 mM corresponden a restricción 
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energética, 5 mM corresponde a concentración normal y finalmente 10, 20 y 30 mM 

corresponden a concentraciones elevadas de energía.  
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Figura 3. Efecto diferencial de la glucosa sobre la viabilidad en células Hepa1c1c7. Los 

resultados representan la media ± EE, obtenida de tres experimentos independientes, con 

tres réplicas técnicas cada uno. Los asteriscos representan los datos estadísticamente 

significativos concentraciones comparadas vs control empleando un análisis ANOVA, 

seguido de la prueba de comparación de Dunnet; P < 0.05 vs células control.  

 

Se ha demostrado que la glucosa en concentraciones de 100 a 200 mM tiene efecto 

tóxico (Fouda y Rahman, 2017) al inducir una elevada producción de ERO que 

tendrá como resultado estrés oxidativo, lo cual disminuye la viabilidad celular. Estos 

resultados confirman el efecto citotóxico de la glucosa en altas concentraciones, lo 

que permitió establecer el rango de concentraciones usadas para los posteriores 

experimentos.  

Para establecer la relación entre el resveratrol y la concentración de energía 

(glucosa) sobre la viabilidad celular, las células se suplementaron las células con 

diferentes concentraciones de resveratrol (0.1, 1, 10, 100 y 1000 µM) en diferentes 

estados energéticos (0.5 y 1 mM para concentración baja, 5 mM para la 

concentración estándar y 10, 20 y 30 mM para la concentración elevada). Se 
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encontró que en concentraciones elevadas de glucosa (10, 20 y 30 mM) la 

suplementación con resveratrol no afectó la viabilidad celular respecto al control 

(Figura 4 a, b y c). Estos resultados son de gran importancia ya que se ha 

demostrado en estudios epidemiológicos que el resveratrol, aunado a un consumo 

elevado de dietas altas en energía, tiene un efecto mimético parecido a la restricción 

energética, sin embargo, este hecho aún no está del todo elucidado. Por el contrario, 

se observa un aumento de la viabilidad celular en células suplementadas con 

resveratrol 0.1 µM y 1 µM en condiciones de concentraciones elevadas de glucosa 

de 20 y 30 mM. Este hecho ya ha sido reportado en otras investigaciones al 

demostrar en caridiomiocitos de rata expuestos a concentraciones elevadas de 

glucosa (30 mM), suplementadas con concentraciones de 10, 25, 50 y 100 µM de 

resveratrol, un aumento del 88% en el porcentaje de viabilidad celular, con respecto 

al control (Gou et al., 2015). Así mismo, se realizó la cuantificación total de proteína 

por el método de BCA en células suplementadas con resveratrol y glucosa, ya que 

la concentración de proteína es un indicador de la cantidad de células presentes por 

pozo, de tal manera que se aseveró que los datos obtenidos en viabilidad celular 

fueron los correctos.  
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20 mM GLU
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Figura 4. Efecto del resveratrol en concentraciones altas de glucosa sobre la viabilidad 

celular (panel izquierdo) y cuantificación de proteína total (panel derecho) en Hepa1c1c7 

suplementadas con a) 10 mM de glucosa, b) 20 mM de glucosa y c) 30 mM de glucosa. Los 

resultados representan la media ± EE, obtenida de cinco experimentos independientes, con 

tres réplicas técnicas cada uno. Los asteriscos representan los datos estadísticamente 

significativos empleando un análisis ANOVA, seguido de la prueba de comparación de 

Dunnet; P < 0.05 vs células control. 
 

 

 

 

b) 

c) 
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En la concentración estándar de glucosa (5 mM), la viabilidad celular disminuye en 

un 22-37% solamente en una suplementación 100 y 1000 µM de resveratrol, 

respecto a las células control (Figura 5). De manera similar, Sheth y colaboradores 

(2012), al evaluar el efecto del resveratrol en células de cáncer de próstata humano 

en condiciones de 5 mM de glucosa y suplementadas con 5, 10, 25, 50 y 100 µM 

de resveratrol, observaron que la concentración más alta de resveratrol (100 µM) 

disminuyó la viabilidad en un 50%.  
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Figura 5.- Efecto del resveratrol sobre viabilidad celular (panel izquierdo) y cuantificación 

de proteína total (panel derecho) en Hepa1c1c7 en concentración estándar de glucosa 5 

mM. Los resultados representan la media ± EE, obtenida de cinco experimentos 

independientes, con tres réplicas técnicas cada uno. Los asteriscos representan los datos 

estadísticamente significativos empleando un análisis ANOVA, seguido de la prueba de 

comparación de Dunnet; P < 0.05 vs células control. 

 

Sin embargo, bajo condiciones de restricción energética (0.5 y 1 mM de glucosa) se 

observó una disminución de la viabilidad celular en un 91% respecto al control, en 

las concentraciones 10, 100 y 1000 µM de resveratrol (Figura 6 a y b). Así mismo, 

Madrigal-Perez y colaboradores (2016) evaluaron la interacción entre los niveles de 

energía y la suplementación con resveratrol en un modelo de Saccharomyces 

cerevisiae, demostrando que, en las concentraciones de restricción energética, el 

resveratrol disminuye el porcentaje de viabilidad celular de manera significativa. A 
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su vez, se ha reportado que el resveratrol disminuye la viabilidad en células de 

mamíferos (Sheth et al., 2012), corroborando un efecto tóxico el cual es dosis 

dependiente de la concentración de energía. 
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Figura 6. Efecto del resveratrol bajo condiciones de restricción energética sobre viabilidad 

celular (panel izquierdo) y cuantificación de proteína total (panel derecho) en Hepa1c1c7 

suplementadas con: a) 0.5 mM de glucosa, b) 1 mM de glucosa, mostrando un efecto dosis 

dependiente de la concentración de energía. Los resultados representan la media ± EE, 

obtenida de cinco experimentos independientes, con tres réplicas técnicas cada uno. Los 

asteriscos representan los datos estadísticamente significativos empleando un análisis 

ANOVA, seguido de la prueba de comparación de Dunnett; P < 0.05 vs células control. 

 

a) 

b) 
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Así mismo, es importante destacar que el efecto más perceptible en la disminución 

de la viabilidad celular corresponde a la concentración de 1000 µM de resveratrol, 

donde los efectos más severos ocurrieron en las concentraciones de restricción 

energética, lo cual indicaría efectos citotóxicos del resveratrol (Figura 7). Lo anterior 

concuerda con los hallazgos publicados por Madrigal-Perez y colaboradores (2015) 

en Saccharomyces cerevisiae al demostrar un efecto tóxico del resveratrol 

dependiente de la concentración de energía.  
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Figura 7. Efecto de la concentración 1000 µM de resveratrol sobre la viabilidad celular 

(panel izquierdo) y la concentración total de proteína total (panel derecho) en Hepa1c1c7 

mostrando un efecto dosis dependiente de la concentración de glucosa. Los resultados 

representan la media ± EE, obtenida de cinco experimentos independientes, con tres 

réplicas técnicas cada uno. Los asteriscos representan los datos estadísticamente 

significativos empleando un análisis ANOVA, seguido de la prueba de comparación de 

Dunnett; P < 0.05 vs células control. 

 

Existe evidencia que sugiere que la disminución de la viabilidad celular inducida por 

el resveratrol en diversas líneas celulares de humano se encuentra asociada a un 

arresto del ciclo celular, principalmente en las fases G1 y G0 (Joe et al., 2002; Baur 

et al., 2006). Lo anterior resulta ser controversial, ya que muchos otros 

investigadores reportan que podría deberse a un arresto de la fase S. Sin embargo, 

recientes estudios han indagado la posibilidad de que este fenómeno se encuentre 

ligado a un estado de energía en la célula. Como lo reportado por Cai y 
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colaboradores (2015) quienes, al administrar a un grupo de ratones una dieta alta 

en grasa y otro grupo una dieta estándar, dentro de los hallazgos confirmaron que 

ratones alimentados con dieta estándar y dosis bajas de resveratrol presentaron 

una disminución en el número de adenomas en comparación con los alimentados 

con dieta alta en grasa, demostrando con esto un efecto protector del resveratrol 

contra cáncer colorrectal, el cual es dosis dependiente de la dieta.   

VII.2. Liberación de peróxido de hidrógeno (H2O2) 

 

Para establecer la relación entre la concentración de energía y la disfunción 

mitocondrial inducida por el resveratrol, en primera instancia se decidió medir la 

liberación de H2O2, el cual es un indicador indirecto de la formación de ERO y por 

ende de la función de la CTE. Para esta cuantificación se empleó un método 

fluorescente. Dentro de los hallazgos se observó que en el caso de la concentración 

estándar (5 mM de glucosa) (Figura 8) en ninguna de las concentraciones de 

resveratrol se observan cambios significativos en la liberación de H2O2 respecto al 

control. La finalidad de los diversos sistemas antioxidantes es desfogar el exceso 

de H2O2 hacia los peroxisomas donde es degradado, de tal forma que existe un 

equilibrio en la célula.  
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Figura 8. Efecto del resveratrol sobre la liberación de H2O2 en concentración 5 mM de 

glucosa con diferentes suplementaciones de resveratrol (0.1, 1, 10, 100 y 1000 µM). Los 
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resultados representan la media ± EE, obtenida de cuatro experimentos independientes, 

con tres réplicas técnicas cada uno. No se encontró ninguna diferencia significativa. 

 

 

Algunas evidencias sugieren que el posible mecanismo de acción del resveratrol es 

la inhibición de la respiración celular (Moreira et al., 2013). Esto a su vez promueve 

una elevación de la fuerza protón motriz en la mitocondria, ocasionando que la 

coenzima Q se mantenga reducida; esto suscita la generación de O2•- (Murphy, 

2009). En este sentido, se ha demostrado que una disminución de la respiración 

estimula la producción de ERO en las células, como se ha reportado en células de 

mamífero (Hussain et al., 2011), indicando que el resveratrol promueve una 

disfunción mitocondrial a través del incremento de ERO y un agotamiento de los 

sistemas antioxidantes como las enzimas MnSOD y CAT (Ingles et al., 2014). Así 

mismo, el aumento en la generación de ERO por el resveratrol puede deberse a la 

inhibición de la respiración que, posteriormente, inducirá una activación de los 

sistemas antioxidantes como un mecanismo de defensa; sin embargo, es importante 

considerar que este hecho está influenciado por la cantidad de energía presente en 

el sistema.  

Los efectos del resveratrol se pueden catalogar en dos vertientes, una de ellas es 

efectos antioxidantes (ejercidos a dosis bajas, < 50 µM) y efectos prooxidantes 

(ejercidos a dosis altas, > 50 µM). Dentro de los efectos antioxidantes, en estudios 

in vitro se ha detallado que la administración de 100 µM de resveratrol en 

condiciones de glucosa elevada (30 mM), donde se tiene una condición de 

hiperglucemia y por ende estrés oxidativo, induce la sobreexpresión de CAT lo que 

disminuye la concentración de H2O2 presente en la célula (Brand, 2016). Hay que 

recordar que el exceso de H2O2 propicia daño a la membrana, que posteriormente 

desencadenará el desarrollo de enfermedades mitocondriales; como diabetes, 

inflamación, cáncer u obesidad, entre otras.  

Se observó que las células suplementadas con concentraciones elevadas de 

energía (10, 20 y 30 mM de glucosa) (Figura 9 a, b y c) presentan una disminución 

de ERO, respecto al control, en suplementación con 10, 100 y 1000 µM de 

resveratrol. Lo anterior se ha confirmado en modelos in vitro empleando condiciones 
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de hiperglucemia (30 mM) y suplementadas con diferentes concentraciones de 

resveratrol (1, 10, 50 y 100 µM), señalando que el resveratrol inhibe la 

sobreproducción de ERO de manera dosis dependiente, siendo más representativa 

a partir de 100 µM (Gou et al., 2014).  

La glucosa elevada induce una toxicidad similar al estrés oxidativo al aumentar el 

potencial de membrana y, como consiguiente, propiciar la generación de ERO. Esta 

sobreproducción de ERO tendrá como finalidad disminuir el porcentaje de viabilidad 

celular; sin embargo, se ha detallado que la suplementación con resveratrol induce 

una disminución de ERO, por consiguiente, tendrá un efecto antioxidante como se 

ha reportado en diversos estudios, al disminuir en células de cáncer de hígado 

humano la concentración de ERO respecto a las células que no tuvieron una 

suplementación con resveratrol (Plauth et al., 2016). En este sentido, estos 

resultados son consistentes con otros estudios y sugieren que el resveratrol muestra 

efectos antioxidantes en concentraciones a partir de 10, 100 y 1000 µM en 

condiciones de hiperglucemia o concentraciones elevadas de glucosa.  

 

 

 

a) b) 
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Figura 9. Efecto del resveratrol sobre la liberación de H2O2 en células Hepa1c17: a) 10 mM 

de glucosa, b) 20 mM de glucosa y c) 30 mM de glucosa con diferentes concentraciones de 

resveratrol (0.1, 1, 10, 100 y 1000 µM); demostrando un efecto dosis dependiente de 

concentraciones de energía respecto al control (sin resveratrol). Los resultados representan 

la media ± EE, obtenida de cuatro experimentos independientes, con tres réplicas técnicas 

cada uno. Los asteriscos representan los datos estadísticamente significativos empleando 

un análisis ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet; P < 0.05 vs células control. 

 

Bajo condiciones de restricción energética se espera que el resveratrol resulte ser 

tóxico para la mitocondria. De tal forma que, un blanco molecular del resveratrol 

estaría vinculado probablemente a la inhibición de la respiración mitocondrial y por 

ende un aumento en la producción de ERO. Se ha demostrado en mitocondrias 

aisladas de hígado de ratas que la suplementación de resveratrol disminuye la 

actividad de complejo I (Zini et al., 1999). Este hecho es interesante, ya que este 

complejo es el encargado de transportar electrones hacia la F1F0-ATPasa, y es uno 

de los complejos donde se genera el O2•-. Por lo tanto, es de esperar que si se 

inhibe el complejo I habría una disminución en el transporte de electrones y, por 

consiguiente, menor número de moléculas donadoras de electrones (NADH, FADH) 

que generen O2•- en la mitocondria y a su vez menor estrés oxidativo. Por tanto, 

bajo estas condiciones se habla de un efecto antioxidante, el cual es ampliamente 

reportado por la literatura (Gou et al., 2014).  

c) 
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En condiciones de restricción energética (0.5 y 1 mM de glucosa) (Figura 10 a y b) 

se observó un aumento en la producción de ERO en concentraciones mayores a 10 

µM de resveratrol, lo que corrobora el hecho de que bajo restricción energética y la 

suplementación de resveratrol se disminuye el porcentaje de viabilidad celular, 

confirmando de esta manera un efecto prooxidante del resveratrol dependiente de 

la concentración de glucosa. De manera similar, este fenómeno ha sido reportado 

por Ramos-Gómez y colaboradores (2017) en S. cerevisiae bajo restricción 

energética y suplementadas con resveratrol, observando un aumento en la 

liberación de H2O2.  

0.5 mM GLU

C
ontr

ol
M

 


0.
1 

M
 


1 

M
 


10

 
M

 


10
0 

M
 



10
00

 

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

* * *

Concentración de resveratrol

H
2
O

2
 (


M
)

1 mM GLU

C
ontr

ol
M

 


0.
1 

M
 


1 

M
 


10

 
M

 


10
0 

M
 



10
00

 

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

* * *

Concentración de resveratrol

H
2
O

2
 (


M
)

 

Figura 10. Efecto del resveratrol en restricción energética sobre la cuantificación de H2O2. 

liberado en células Hepa1c17; a) 0.5 mM de glucosa, b) 1 mM de glucosa con diferentes 

concentraciones de resveratrol (0.1, 1, 10, 100 y 1000 µM). Los resultados representan la 

media ± EE, obtenida de cinco experimentos independientes, con tres réplicas técnicas 

cada uno. Los asteriscos representan los datos estadísticamente significativos empleando 

un análisis ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet; P < 0.05 vs células control. 

 

Es de esperar que la disfunción mitocondrial ocasionada por el resveratrol 

disminuya la producción de ATP, seguido de una generación de ERO. Dicho efecto 

se ha reportado en cerebros de pacientes con enfermedades neurodegenerativas, 

donde se ha observado una disminución en la actividad del complejo V (Rowley et 

al., 2013). En general, los resultados demuestran que existe un efecto del 

resveratrol sobre la liberación de H2O2 dependiente de la concentración de energía.  

b) a) 
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VII.3. Potencial de membrana mitocondrial (Δψm) 

 

El potencial de membrana mitocondrial (Δψm) es producto de las transformaciones 

redox asociadas con la actividad del ciclo de Krebs para producir ATP (Zoroba et 

al., 2017). Así mismo, determinar el potencial de membrana mitocondrial arroja 

datos importantes sobre el estado fisiológico de la célula y la función de las 

mitocondrias. Por lo tanto, la evaluación del potencial de membrana mitocondrial 

resultó ser crucial para comprender los efectos del resveratrol.  

Los resultados de este estudio mostraron que cuando existen condiciones de 

hiperglucemia (10, 20 y 30 mM de glucosa) se incrementa la actividad metabólica, 

ya que hay mayor cantidad de sustrato oxidable. Por lo tanto, existe un mayor flujo 

de electrones y protones, lo cual tendrá como consecuencia que aumente el 

potencial de membrana mitocondrial, debido a la acumulación excesiva de protones 

y electrones en el espacio intermembranal. En relación a las células suplementadas 

con resveratrol (0.1, 1, 10, 100 y 1000 µM) (Figura 11 a, b y c), se observó que el 

potencial de membrana mitocondrial aumenta en las diversas concentraciones de 

resveratrol; este resultado puede ser explicado por el hecho que el resveratrol 

estaría inhibiendo a la F1F0-ATPasa, generando una disminución en la generación 

de ATP.  

10 mM GLU

C
ontr

ol 

0.
1 

m
M

 

1 
m

M
 

10
 m

M
 

10
0 

m
M

 

10
00

 m
M

 

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

*
* *

Concentración de resveratrol

H
2
O

2
 (


M
)

20 mM GLU

C
ontr

ol M
 



0.
1 

M
 


1 

M
 


10

 
M

 


10
0 

M
 



10
00

 

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

* * *

Concentración de resveratrol

H
2
O

2
 (


M
)

 

a) b) 



42 
 

30 mM GLU
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Figura 11. Efecto del resveratrol sobre el potencial de membrana mitocondrial en: a) 10 mM 

de glucosa, b) 20 mM de glucosa y c) 30 mM con suplementación de resveratrol (0.1, 1, 10, 

100 y 1000 µM). Los resultados representan la media ± EE, obtenida de tres experimentos 

independientes, con tres réplicas técnicas cada uno empleando un análisis ANOVA, 

seguido de la prueba de Dunnet; P < 0.05 vs células control.  

 

Así mismo, en la concentración estándar de glucosa (Figura 12) al existir una 

apropiada cantidad de sustrato oxidable, la CTE resulta ser eficiente; por lo tanto, el 

resveratrol aumenta el potencial de membrana mitocondrial respecto al control, pero 

no de forma significativa, lo que corrobora que existe un funcionamiento adecuado 

de la CTE, ya que células normales deben mantener un elevado potencial de 

membrana para satisfacer sus necesidades de ATP (Zoroba et al., 2017).  

c) 
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Figura 12. Efecto del resveratrol sobre el potencial de membrana mitocondrial determinado 

en células Hepa1c1c7 bajo condiciones estándar de glucosa (5 mM). Los resultados 

representan la media ± EE, obtenida de tres experimentos independientes, con tres réplicas 

técnicas cada uno empleando un análisis ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet; P < 

0.05 vs células control. 

 

Finalmente, bajo condiciones de restricción energética (0.5 y 1 mM) se espera que 

al haber poco sustrato oxidable (glucosa), exista un menor número de donadores 

electrónicos (protones, electrones) transportándose a través de la CTE. Por lo tanto, 

se planteó que el resveratrol pudiera interrumpir el flujo de electrones y de esta 

forma inhibir el potencial de membrana mitocondrial. El potencial de membrana 

mitocondrial en concentraciones elevadas de energía es alto en comparación con 

el potencial de membrana mitocondrial de la concentración que corresponde a 

restricción energética (Figura 13 a y b), lo que sugiere que el resveratrol 

efectivamente altera la CTE. 
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Figura 13. Efecto del resveratrol sobre el potencial de membrana mitocondrial en restricción 

energética: a) 0.5 mM de glucosa y b) 1 mM de glucosa. Los resultados representan la 

media ± EE, obtenida de tres experimentos independientes, con tres réplicas técnicas cada 

uno empleando un análisis ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet; P < 0.05 vs células 

control. 

 

Si bien estos resultados corroboran los datos publicados por Madrigal-Perez y 

colaboradores (2017) en un modelo de Saccharomyces cerevisiae, hasta el 

momento los resultados derivados del presente proyecto sustentan por primera vez 

en una línea celular hepática los efectos prooxidantes del resveratrol en la 

mitocondria bajo condiciones de restricción energética.   

 
 

VII.4 Relación ADP/ATP 

 

La relación ADP/ATP proporciona información importante acerca del estado 

metabólico de la célula, ya que determina el ATP libre disponible para realizar 

múltiples reacciones celulares, por ejemplo, la biogénesis de proteínas 

mitocondriales y la fosforilación oxidativa, entre otros (Lu et al., 2017).  

Los resultados obtenidos mostraron que en condiciones de hiperglucemia (10 y 30 

mM de glucosa), disminuye la relación ADP/ATP (Figura 14 a y c) cuando se 

suplementa con resveratrol, sin embargo, tal efecto únicamente se observa en las 

suplementaciones con 0.1, 1 y 10 µM. Mientras que, las suplementaciones con 100 

a) b) 
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y 1000 µM de resveratrol aumentan la relación ADP/ATP, sugiriendo que el 

incremento en la relación ADP/ATP pueden deberse a la inhibición de la actividad 

de la F1F0-ATPasa. 
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Figura 14. Efecto del resveratrol sobre la relación ADP/ATP en: a) 10 mM de glucosa y b) 

30 mM de glucosa. Los resultados representan la media ± EE, obtenida de tres 

experimentos independientes, con tres réplicas técnicas cada uno empleando un análisis 

ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet; P < 0.05 vs células control. 

 

En el caso de la concentración estándar de glucosa (5 mM), se observa un 

incremento en la relación ADP/ATP a partir de la suplementación de resveratrol 1, 

10, 100 y 1000 µM, debido al estrés celular generado por el mismo. Lo que indica 

que existe un desequilibrio entre la tasa de producción de ATP y la tasa de consumo 

de ATP, ocasionando estrés celular que propiciará la activación de varias enzimas 

glucolíticas (Hardie, 2008).   

a) b) 
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Figura 15. Efecto del resveratrol sobre la relación ADP/ATP determinado bajo condiciones 

estándar de glucosa (5 mM). Los resultados representan la media ± EE, obtenida de tres 

experimentos independientes, con tres réplicas técnicas cada uno empleando un análisis 

ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet; P < 0.05 vs células control. 

 

En relación a la restricción de energía (0.5 y 1 mM de glucosa), la concentración 

más baja de resveratrol (0.1 y 1 µM) mantiene una relación ADP/ATP baja en 

comparación con las suplementaciones más altas de resveratrol, este hecho ha sido 

reportado por Mizuguchi 2017 en fibroblastos. Sin embargo, las suplementaciones 

de resveratrol 100 y 1000 µM aumentan la relación ADP/ATP, por una disminución 

en la producción de ATP, lo que podría explicar sus efectos tóxicos. Estos hechos 

han sido demostrados en células HeLa expuestas a concentraciones elevadas de 

resveratrol (≥ 50 µM), así como en mitocondrias aisladas de hígado y cerebro de 

rata, encontrando que el resveratrol es capaz de inhibir la actividad de la F1F0- 

ATPasa (Zhen y Ramírez, 2000), lo que podría provocar muerte celular por 

apoptosis o necrosis, dependiendo del grado de inhibición, ya que la apoptosis es 

un proceso activo, es decir, requiere ATP y la necrosis se debe a consecuencia de 

niveles insuficientes de ATP dentro de la célula (De Oliveira et al., 2016).  
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Figura 16. Efecto del resveratrol la relación ADP/ATP en restricción energética: a) 0.5 mM 

de glucosa y b) 1 mM de glucosa. Los resultados representan la media ± EE, obtenida de 

tres experimentos independientes, con tres réplicas técnicas cada uno empleando un 

análisis ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet; P < 0.05 vs células control. 

 
 

Estos datos, en resumen, demuestran que el resveratrol altera la función 

mitocondrial que conduce a un desequilibrio energético, una posible fuga de 

electrones, lo que puede dar como resultado una mayor generación de ERO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 
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VIII. CONCLUSIONES  
 

Los resultados del presente proyecto confirman por primera vez en una línea celular 

de mamíferos que la viabilidad celular disminuye de forma dependiente de la 

concentración de energía y que la presencia de ERO puede estar vinculada a la 

disminución de la respiración celular, lo que podría explicar el efecto prooxidante 

del resveratrol. Sin embargo; es necesario la determinación de consumo de oxígeno 

y la producción de lactato, entre otros experimentos, para aportar mayor información 

que permita explicar con mayor detalle dicho fenómeno y que soporte la idea de que 

el blanco molecular del resveratrol está vinculado a la respiración.  

Las concentraciones bajas de glucosa y altas de resveratrol inducen una disfunción 

mitocondrial, probablemente debido a la carencia de moléculas donadoras de 

electrones necesarias para la generación de ATP por la CTE. Aunado a esto, el 

resveratrol, al ser una molécula lipofílica que se encuentra bloqueando la 

generación de ATP y disminuyendo la respiración, estaría ocasionando una 

disfunción mitocondrial.  

A su vez, se encontró que concentraciones elevadas de energía y altas de 

resveratrol aumentan la viabilidad de las células, de tal manera que se puede decir 

que existe un efecto positivo sobre proliferación celular, como lo previamente 

reportado por otros estudios, ya que las células utilizadas en este estudio son 

transformadas. Para lo anterior, se sugiere el empleo de concentraciones bajas y 

normales de energía (5 mM) y 1000 µM de resveratrol, las cuales, disminuyen el 

porcentaje de viabilidad celular, por lo tanto, sería conveniente en padecimientos 

relacionados a enfermedades mitocondriales, como, el cáncer.  

Los resultados derivados del presente estudio corroboran que la concentración de 

energía es un determinante clave para los efectos tanto benéficos como dañinos del 

resveratrol y éste a su vez sobre la disfunción mitocondrial. 

A partir de los estudios y discusiones presentados en el presente proyecto de 

investigación, las perspectivas de trabajo se orientan en indagar más sobre los 

efectos del resveratrol en condiciones de restricción energética, a fin de seguir 
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solventando la hipótesis de que el blanco molecular del resveratrol está vinculado a 

la CTE. Otro punto relevante sería indagar sobre el almacenamiento de este 

polifenol en las membranas lipídicas, ya que se sabe que el resveratrol presenta 

propiedades lipofílicas. Finalmente, sería de interés la realización de un estudio con 

el uso de otros polifenoles que hasta el momento se han considerado antioxidantes, 

a fin de entender a mayor detalle el comportamiento de los mismos y posibles 

efectos tanto tóxicos como benéficos en modelos in vitro e in vivo.  
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X. ANEXOS 

 

Anexo 1. Condiciones de cultivo de hepatocitos de ratón  
 

Línea celular: Hepa1c1c7  

Medio: α-MEM adicionado con 10% de SFB y 1% de penicilina-estreptomicina (100 

mg/ml). El medio debe ser esterilizado por filtración, mantenerse a una temperatura 

no mayor a 4 °C y pH óptimo de 7.4.  

Atmósfera controlada de 95%, 5% de CO2, humedad relativa de 95%.  

El medio se descarta cada 2 a 3 días, el objetivo del cambio de medio es renovar 

los nutrientes y evitar la acumulación de desechos tóxicos propios de las células.  

Anexo 2. Viabilidad celular por medio de ensayo de MTT 
 

El ensayo MTT bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-ido)-2,5-difeniltetrazolio) es una 

técnica sencilla que se usará para determinar la viabilidad celular, dada por el 

número de células presentes en el cultivo. El MTT es captado por las células y 

reducido por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble 

el formazán, el cual queda retenido en las células y puede ser liberado mediante la 

solubilización de las mismas. De esta forma se cuantificará la cantidad de MTT 

reducido mediante un método colorimétrico, ya que se produce como consecuencia 

de la reacción un cambio de coloración del amarillo al azul. La capacidad de las 

células para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad de la mitocondria 

y su actividad funcional es interpretada como una medida de viabilidad celular. La 

determinación de la capacidad de las células de reducir al MTT a formazán después 

de la exposición a un compuesto permitirá obtener información acerca de la 

toxicidad del compuesto que se evaluará. El periodo de exposición de la sustancia 

de ensayo puede variar; pueden ser periodos cortos (1 a 2 h) o largos (24 a 72 h).  

Para una placa de 96 pozos el ensayo MTT: Se prepararán 10 mg en 10 ml de medio 

de MTT y se disuelve.  
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1. Se retirará el medio de cultivo por volcado de placa y se dan 3 lavadas con 

PBS 1X 

2. Agregar 100 μl de medio α-MEM y 100 μl de MTT 

3. Incubar por 2 h (tapar placa con papel aluminio) 

4. Posterior a las 2 h, retirar el MTT por volcado de placa  

5. Añadir 200 μl de DMSO para disolver cristales  

6. Re suspender los cristales (cuidado de no generar burbujas) 

7. Leer a 570 nm en espectofotómetro 

 


