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Organización de la tesis 

La presente tesis está organizada de la siguiente manera: 

I. Introducción comprende una revisión general sobre el metabolismo de glucosa en el 

cerebro, la regulación de la glucemia, las consecuencias de la hipoglucemia cerebral 

sobre la sobrevivencia neuronal, el daño oxidativo y la función cognitiva y su relación 

con la Diabetes Mellitus tipo 1. 

Dentro de esta parte de la tesis se presenta el artículo de revisión: 

Languren G, Montiel T, Julio-Amilpas A, Massieu L. Neuronal damage and 

cognitive impairment associated with hypoglycemia: An integrated view. 

Neurochemistry International 63 (2013) 331-343 

II. Planteamiento del problema y la hipótesis 

III. Metodología. Incluye la descripción de la metodología empleada en todos los 

experimentos de esta tesis 

IV Resultados 

Esta parte comprende 2 secciones: 

Sección 1 Consecuencias de la hipoglucemia moderada recurrente previa al coma 

hipoglucémico sobre la sobrevivencia neuronal, el daño oxidativo y la función 

cognitiva. Resultados publicados (artículo incluido en el Anexo 1) 

Capítulo 2  Consecuencia de la hipoglucemia moderada recurrente previa a la 

hipoglucemia severa en ausencia de coma sobre la  sobrevivencia neuronal y el daño 

oxidativo (resultados no publicados). 

V. Discusión general de la tesis 

VI. Anexo 1 

Publicación de los resultados descritos en la Sección 1 de la tesis 

Gabriela Languren, Teresa Montiel, Leticia Ramıírez-Lugo, Israela Balderas, 
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Lourdes Massieu. Recurrent moderate hypoglycemia exacerbates oxidative damage 

and neuronal death leading to cognitive dysfunction after the hypoglycemic coma. 
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RESUMEN 

          La consecuencia más común del tratamiento con insulina en pacientes con 
Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1), es la presencia de episodios frecuentes de 

hipoglucemia moderada e incluso severa. La hipoglucemia moderada recurrente (HR) 
induce la falla de la respuesta hormonal reguladora de la concentración glucosa 

sanguínea, lo que aumenta el riesgo de que se presente hipoglucemia severa (HS) e 
incluso el coma hipoglucémico. El estado de coma se asocia con la muerte neuronal en 
regiones vulnerables del cerebro como la corteza cerebral, el hipocampo y el estriado, el 

cual en parte está mediado por el estrés oxidante. Aunque la hipoglucemia moderada en 
sí no representa una amenaza inmediata para la vida de los pacientes, si es recurrente, 

puede conducir a varias secuelas clínicas, entre ellas el déficit cognitivo. Aún se 
desconocen muchos de los efectos de la HR y se han explorado muy poco los posibles 
efectos que ésta tiene sobre un periodo subsecuente de HS, ya sea acompañado ó no de 

coma hipoglucémico, sobre  la función cognitiva, el estrés celular y la sobrevivencia 
neuronal. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue investigar si la HR previa a la 

inducción de la HS en presencia ó ausencia de coma hipoglucémico, puede exacerbar el 
daño oxidativo en diferentes regiones del cerebro, y si esto se correlaciona con la 
vulnerabilidad a la muerte neuronal y la alteración de las funciones cognitivas. 

Para esto se estableció un modelo de HR en ratas macho de la cepa Wistar, las cuales 
fueron sometidas a 7 episodios de HR (55-40 mg/dl glucosa) seguidos de HS (< 35 

mg/dl glucosa) acompañada ó no de un periodo de coma hipoglucémico de 7-10 min. Se 
evaluó el daño oxidativo monitoreando  los niveles de glutatión reducido (GSH) y la 
presencia de células marcadas con 4-Hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y 3-Nitrotirosinas 

 (3-NT) mediante inmunotinción. La muerte neuronal se evaluó usando las tinciones de 
FJB, Nissl, y el ensayo de Tunel. Las pruebas de laberinto acuático de Morris y de 

condicionamiento al miedo, fueron utilizadas para evaluar la función cognitiva. Los 
resultados indican que los animales sometidos a HR seguida del coma hipoglucémico, 
mostraron un aumento significativo en  la presencia de células FJB (+) en la corteza 

parietal, el estriado y el hipocampo en relación con el grupo expuesto únicamente al 
coma, que correlacionó con la presencia de células positivas a Tunel, 4-HNE y 3-NT y 
con una importante disminución de los niveles de  GSH en las 3 regiones. Además, los 

animales presentaron un mayor deterioro cognitivo en relación al observado en los 
animales expuestos únicamente al coma. Por otra parte, la administración del 

antioxidante N-Acetil cisteína (NAC) redujo la muerte neuronal y previno el déficit 
cognitivo.  
En contraste con estos resultados, la HR previa a un episodio de HS sin coma, no indujo 

un mayor aumento en la muerte neuronal ni en los niveles de lipoperoxidación, ni una 
disminución mayor en los niveles de GSH, en relación a los animales sometidos 

únicamente a la HS en ausencia de coma. Estos datos sugirieren que la HR ejerce un 
efecto negativo sobre la HS sólo cuando se alcanza el estado coma, y que este efecto 
está mediado en parte por una disminución en la defensa antioxidante y daño oxidativo. 

En su conjunto, los datos sugieren que la regulación de la defensa antioxidante y de los 
niveles de estrés oxidativo, es determinante en la vulnerabilidad al daño cerebral y al 

deterioro cognitivo inducido por la HS, destacando la importancia de un control 
adecuado de los episodios de hipoglucemia moderada en los pacientes con DMT1.  



 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 

 
          The most common consequence of insulin therapy in Diabetes Mellitus Type 1 

(DMT1) patients is the presence of moderate and even severe hypoglycemia. Recurrent 
moderate hypoglycemia (RH) induces a defective hormonal glucose regulatory 
response, which increases the risk of severe hypoglycemia (SH) and even the 

hypoglycemic coma. This is associated with neuronal death in vulnerable brain regions 
such as the cortex, the hippocampus and the striatum, and is mediated in part by 

oxidative stress. Although moderate hypoglycemia is not an immediate life threat for 
patients, if it is recurrent, it can lead to several clinical sequelae, such as cognitive 
dysfunction. The effects of moderate RH on cognitive function are not completely 

understood and its effect on the consequences of a subsequent period of SH, 
acompained or not by the hypoglycemic coma, have been poorly explored. Therefore, 

the aim of the present study was to investigate whether the induction of RH prior to an 
episode of SH either in the presnece or the absence of coma, can exacerbate oxidative 
damage in different regions of the brain, and whether it correlates with a higher 

vulnerability to neuronal death and altered cognitive function. 
With this purpose a model of RH was established in Wistar rats, which were exposed to 

7 consecutive episodes of RH (55-40 mg / dl) prior to the induction of SH (< 35 mg / dl) 
in the presence or the absence of a 7-10 min period of coma. Oxidative damage was 
evaluated by the determination of the levels of reduced glutathione (GSH), as well as 

the presence of 4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE) and 3-Nitrotyrosine (NT) positive cells 
by immunostaining. Neuronal death was evaluated using Fluoro Jade B and Nissl 

staining as well as the TUNEL assay. Cognitive function was monitored using the 
Water Maze and the Fear Conditioning tests, both of which are sensitive to changes in 
spatial memory and context aversion, respectively. Results indicate that animals 

subjected to RH followed by the hypoglycemic coma, a significant increase in the 
number of damaged neurons in the parietal cortex, the striatum and the hippocampus 

was observed, relative to the animal group exposed to the hypoglycemic coma alone. 
These changes correlated with the presence of 4-HNE and 3-NT positive cells and a 
significant decrease in GSH. Furthermore, these animals showed a more severe 

cognitive impairment as compared to those exposed to the coma alone. In addition, the 
administration of the antioxidant N-Acetyl cysteine (NAC) reduced neuronal death and 

prevented cognitive deficit. In contrast to these results, RH previous to an episode of SH 
in the absence of coma, did not enhance neuronal death, lipoperoxidation or the 
reduction in GSH levels, as compared to animals exposed to SH alone. The present 

results suggest that RH exerts a negative effect upon SH only when is accompanied by a 
period of coma, and that this effect is mediated by depletion of the antioxidant defense 

and oxidative damage. In contrast, RH does not enhance brain injury when SH is not 
accompained by coma. Altogether, these results suggest that the regulation of the 
antioxidant defense and the magnitud of oxidative stress, is crucial for brain 

vulnerability to hypoglycemic injury and cognitive decline, highlighting the importance 
of an adequate control of moderate hypoglycemic episodes in DMT1 patients. 
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Nrf2: Nuclear Factor (erythroid-derived 2)-like 2) 
OMS: Organización Mundial de la Salud 

PARP1: Poli-1 (ADP-Ribosa)- polimerasa 1 
SGLT: Sodium Glucose Transporters  

SH: Grupos sulfridrilo 
SNA: Sistema Nervioso Autónomo 
SNC: Sistema Nervioso Central  

SOD: Superóxido Dismutasa 
TBARS: Tiobarbituric Acid Reactive Substances 

TCA: Ciclo de Krebs o de los ácidos tricarboxílicos 
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INTRODUCCIÓN  

 
 

1. Metabolismo energético cerebral  

 
 

          El cerebro es un órgano altamente costoso en términos de energía, debido a que 

aunque sólo pesa el 2 % del peso corporal total, el requerimiento de energía para su 

funcionamiento, aún en estado de reposo es alto, consumiendo el  20 % del O2 y el 25 % 

de la glucosa corporal total (Zigmond et al., 1999). La glucosa es el principal sustrato 

que provee de energía a las células, siendo un sustrato fundamental para el cerebro en 

desarrollo, y el sustrato energético más utilizado por el cerebro adulto. La glucosa es 

una molécula hidrofílica,  la cual  llega al  Sistema Nervioso Central  (SNC) a través de  

proteínas especializadas conocidas como Transportadores de Glucosa (GLUTs) 

localizados en la barrera hematoencefálica por medio de difusión facilitada. Al llegar al 

cerebro, la glucosa es metabolizada para la obtención de energía; ésta es oxidada hasta 

producir bióxido de carbono y agua a través de la glicólisis, el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos y la fosforilación oxidativa,  tal como ocurre en otros tipos celulares 

(Beltran et al., 2012). La mayor parte de energía consumida por el cerebro se utiliza en 

el mantenimiento del potencial de membrana, la  comunicación neuronal, el 

reciclamiento de neurotransmisores, la señalización intracelular y el  transporte 

dendrítico y axonal (Qutub & Hunt, 2005). El cerebro tiene un alto consumo de energía,  

de 21 µmol de ATP/g/min, mientras que el consumo de oxígeno (O2) es de 49 ml O2/ 

min, el cual es utilizado en el cerebro casi totalmente para la oxidación de carbohidratos 

(Clarke  & Sokoloff, 1999).   

 

1.1 Transportadores de glucosa en el cerebro  

 

          Los sustratos energéticos utilizados por el cerebro son tomados de la circulación 

sanguínea por los transportadores localizados en las células endoteliales de la barrera 

hematoencefálica. La glucosa ingresa al SNC a través de  transportadores localizados en 

la barrera hematoencefálica por difusión facilitada (Belanger et al., 2011; Vannucci & 

Vannucci,  2000). Además de la glucosa, otras hexosas requieren de proteínas 

transportadoras especializadas para  ingresar a la mayoría de las células de los 

mamíferos. Se ha descrito una familia de 13 proteínas transportadoras formadas por 



2 

 

doce segmentos transmembranales, denominadas desde GLUT1 hasta GLUT 12  y un 

transportador de mioinositol (Vannucci et al., 2007).   

Se han descrito dos principales proteínas transportadoras de glucosa; los transportadores 

dependientes de sodio y los transportadores facilitadores de glucosa. Las isoformas 

dependientes de sodio regulan el transporte de glucosa en contra de un gradiente de 

concentración y son los que se encuentran principalmente en el riñón, en el epitelio 

intestinal  y otros órganos y son denominados SGLT (“Sodium Glucose Transporters”,  

por sus siglas en inglés), de los cuales se han descrito 6 isoformas. El flujo de sodio a 

través del gradiente electroquímico es la fuerza para mediar el transporte de glucosa, 

mientras que los transportadores facilitadores de glucosa, transportan la glucosa a favor 

de su gradiente de concentración. En el caso de las isoformas dependientes de sodio son 

localizadas en la periferia; sin embargo, aún no han sido descritos en el cerebro. Los 

transportadores  facilitadores de glucosa han sido caracterizados tanto en la periferia 

como en el SNC (Duelli & Kuschinsky, 2001).  

Existen dos principales transportadores de glucosa en el cerebro, el GLUT1 y el 

GLUT3, que son independientes de sodio. El GLUT 1 se localiza en la mayoría de las 

células de los mamíferos, principalmente en las  células endoteliales y gliales. GLUT 1 

existe en dos isoformas,  ambas derivadas del mismo gen;  una isoforma glucosilada de 

55 kDa localizada en las membranas luminales y abluminales de las células 

endoteliales, y una isoforma no glucosilada de 45 kDa expresada en el pie terminal 

perivascular de los astrocitos adyacentes, en las neuronas y en la microglía. El  GLUT 3 

es un  transportador de glucosa de alta afinidad y con una actividad catalítica alta, y se 

localiza casi exclusivamente en las neuronas (Vannucci  et al. 2007).  

Se ha descrito la presencia de otros transportadores de glucosa en el cerebro, como el 

GLUT 2, localizado principalmente en neuronas hipotalámicas, el GLUT4, el cual ha 

sido detectado en diferentes poblaciones neuronales del hipocampo, el cerebelo y el 

bulbo olfatorio y su localización corresponde a la de los receptores de insulina,  

sugiriendo que la recaptura de glucosa dependiente de insulina puede ocurrir en 

regiones cerebrales específicas (Tups et al., 2017). El GLUT4, también ha sido 

detectado en el músculo esquelético y el tejido adiposo bajo la influencia de insulina. 

Además del GLUT 5, localizado principalmente en microglía, los transportadores 
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GLUT 6 y GLUT 11, son incapaces de transportar glucosa debido a  que su afinidad por 

la  glucosa es más baja que la de la  fructuosa (Duelli & Kuschinsky, 2001).  

Otros transportadores de glucosa han sido descritos en órganos periféricos, como el 

transportador GLUT2  y GLUT 7, localizados  en páncreas e hígado o el GLUT 9 

localizado  en el intestino; todos forman parte de los transportadores independientes de 

sodio (Simpson et al., 2007;  Harati, 1996; Vannucci et al., 1997; Qutub & Hunt, 2005). 

 

1.2 Transportadores de otros sustratos energéticos alternos a la glucosa  

 

          El cerebro requiere de un constante suministro de oxígeno y de sustratos que 

aporten energía. Hace 60 años, Keit and Sokoloff demostraron que la glucosa es el 

sustrato energético esencial para el cerebro; sin embargo, existen muchas condiciones 

en las que en ausencia de glucosa se utilizan otros sustratos energé ticos tales como el 

lactato, el piruvato y los cuerpos cetónicos. Además de los GLUTs, en el cerebro 

existen Transportadores de Monocarboxilatos (TMCs) que se encuentran en las  

neuronas, astrocitos y microglía. La expresión de los TMCs varía a través de los 

diferentes órganos y tejidos (Pierre y Pellerin, 2009). En el SNC los principales TMCs 

son el  TMC2, localizado en neuronas, además del TMC1 y TMC4 localizados en 

astrocitos (Carneiro & Pellerin et al., 2015).  

Existen diversos estudios que demuestran la  caracterización de TMCs en el cerebro y la 

periferia. Al igual que los transportadores de glucosa, la distribución de los 

transportadores correlaciona por la alta afinidad a los monocarboxilatos. La proteína 

MCT2 representa el principal transportador expresado en el cerebro. Ha sido 

ampliamente reportado en la corteza, el hipocampo y el cerebelo de roedores y se ha 

asociado a la alta utilización de lactato por las neuronas (Magistretti et al., 1999).  

 

Existe amplia evidencia que muestra que el lactato es el sustrato energético más 

utilizado por las neuronas, aún en presencia de glucosa. Sin embargo, existen otros 

sustratos metabólicamente importantes como el piruvato, la valina y la isoleucina, que 

son necesarios en ciertas condiciones y juegan un papel importante en el metabolismo 

cerebral cuando  no hay suficiente glucosa cerebral. Los cuerpos cetónicos; acetoacetato 

y β-hidroxibutirato, los cuales son producto del metabolismo de los ácidos grasos  y se 
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consumen en ciertas condiciones, como el ayuno prolongado y el periodo de 

amamantamiento en los neonatos (Ames, 2000). Durante este periodo hay niveles 

elevados en el cerebro de las enzimas necesarias para la utilización de los cuerpos 

cetónicos como la D-β-hidroxibutirato dehidrogenasa y la aceto-acetil-succinil CoA 

transferasa, mientras que los niveles de las enzimas que participan en el metabolismo 

oxidativo de la glucosa son más bajos. Además, los niveles  de densidad de los 

transportadores de los monocarboxilatos, incluyendo a los cuerpos cetónicos, son más 

altos en este periodo, en relación a los de glucosa (Nehlig & Pereira, 1993).  

 

1.3 Metabolismo de la glucosa  

 

          La glucosa es el principal sustrato que provee de energía a las células, incluyendo 

a las células  del cerebro. Actúa como un precursor versátil que da lugar a 

intermediarios metabólicos para  diversas reacciones biosintéticas.  Después de ser 

transportada a través de los GLUTs, al ingresar a la célula, la glucosa es fosforilada por 

la hexocinasa para producir glucosa 6-fosfato (G6P), la cual al igual que en otros 

órganos puede ser procesada a través de tres principales vías metabólicas: la glucólisis, 

la vía de las pentosas fosfato y la glucogénesis  (en los astrocitos) (Belanger et al., 2011; 

Beltran et al., 2012).Ver figura 1. 

La primera vía de obtención de energía es la  glucólisis, en la cual a través de una serie 

de reacciones enzimáticas, una molécula de glucosa es convertida a 2 moléculas de 

piruvato y produce ATP (adenosin trifosfato) y NADH+H+, al ingresar a la mitocondria 

donde es metabolizado a través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TAC) y la 

fosforilación oxidativa. El piruvato es descarboxilado para generar Acetil coenzima A 

por medio de la piruvato descarboxilasa. La Acetil Coenzima A entra al ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos y se une al oxaloacetato para producir citrato. A través de una 

serie de reacciones químicas, por cada grupo acetilo que  entra al TAC como Acetil 

Coenzima A se generan 2 moléculas de CO2, una molécula de FADH2, 3 moléculas de 

NADH+H+ y un GTP (Guanosin Trifosfato), los  cuales son transferidos a la cadena 

respiratoria para dar lugar a la oxidación completa de glucosa en la mitocondria, donde 

se producen grandes cantidades de energía en forma de ATP (Zigmond et al., 2009; 

Magistretti & Allaman, 2015).   
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La glucosa también puede ser oxidada a través de una vía alternativa,  la vía de las 

pentosas fosfato, en la cual la oxidación de la glucosa provee monosacáridos de 5 

carbonos para la síntesis de ácidos nucleicos y la producción de equivalentes reductores 

de NADPH, el cual es esencial para los procesos biosintéticos reductores y el 

mantenimiento del balance redox en las células, ya que el NADPH es el sustrato de la 

Glutatión Reductasa (GR), enzima que genera al Glutatión Reducido (GSH) a partir del 

Glutatión Oxidado (GSSG), el cual es previamente producido por las reacciones 

catalizadas de la Glutatión Peroxidasa (GPx).  Por lo tanto, el NADPH+H+ producido en 

esta vía es importante para la defensa en contra del estrés oxidante a través del 

metabolismo del tripéptido GSH, el cual es un donador de electrones en varias 

reacciones, incluyendo la desintoxicación de Especies Reactivas de Oxígeno (ERO).  

Finalmente,  en los astrocitos, la G6P puede ser usada para almacenar unidades 

glucosiladas como glucógeno, un polímero de la glucosa que puede proveer de energía 

al organismo de manera directa. Se sintetiza a partir de la G6P  y su síntesis está 

regulada por las enzimas glucógeno sintasa (GS) y la glucógeno fosforilasa (GP). 

Ambas son reguladas en direcciones opuestas por fosforilación. La glucogenólisis en los 

astrocitos lleva a la producción de lactato, el cual actúa como un sustrato energético 

para el metabolismo oxidativo en las neuronas activas (Beltran et al., 2012).   

 

Figura 1. Vías metabólicas que sigue la glucosa para la obtención de energía. Adaptado de Mc Call et 

al., 2004. 
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2. La Hipoglucemia  

2.1 Causas  

A pesar de la capacidad del cerebro para utilizar otros sustratos energét icos, la 

glucosa es el principal sustrato utilizado en el metabolismo energético cerebral 

(Vannucci & Vannucci,  2000). Cuando los niveles de glucosa sanguínea se alteran, el 

metabolismo cerebral se ve afectado desencadenando una serie de respuestas de defensa 

a nivel fisiológico, bioquímico y conductual (Clarke & Sokoloff, 1994; Tesfaye & 

Seaquist, 2010).  

 Los niveles normales de glucosa sanguínea se encuentran en un rango de 70-110 mg/dl, 

los cuales se mantienen controlados por sistemas endocrinos eficientemente regulados. 

No obstante,  existen diferentes causas por las cuales los niveles normales de glucosa 

pueden alterarse drásticamente, como la falla o desajuste de los mecanismos de 

regulación endocrino (como el cortisol), además de otros factores, como la presencia de 

un insulinoma, daño hepático y renal, malnutrición, ejercicio intenso, el uso de 

fármacos como la sulfonilurea o por el uso excesivo de hormonas como la insulina 

(Guettier & Gorden, 2006) utilizada en el tratamientos de pacientes con Diabetes 

Mellitus Tipo 1 (DMT1) (Cryer et al., 2003; Tesfaye & Seaquist, 2010).  

La hipoglucemia puede ocurrir por anormalidades en el metabolismo de la glucosa, las 

cuales son comunes en el periodo neonatal. Por otra parte, se han descrito mutaciones 

en los genes que regulan los mecanismos de liberación de insulina a nivel pancreático 

en el 50 % de los pacientes con hipoglucemia congénita, lo cual es esencial para 

mantener regulados los niveles de glucosa. La regulación eficiente de insulina depende 

de los canales de KATP de las células β, los cuales están conformados por 2 t ipos de 

subunidades; Kirb.2 y SUR1. El gen ABCC8 codifica para el receptor de Sulfonilurea 

(SUR1), el cual actúa como una subunidad reguladora del canal, mientras que el gen 

KCNJ11, codifica para la subunidad Kirb.2, que forma el núcleo del canal. Ambos 

genes están localizados en el cromosoma 11p15.1. La mutación de estos genes altera el 

funcionamiento de los canales KATP al provocar el cierre permanente del canal, 

produciendo una despolarización continua de la célula β y la secreción no controlada de 

insulina (Rhaman et al., 2015). 
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Existen otras mutaciones en los genes GLUD 1, HADH, GCK, SLC16A1, HNF4A, 

HNF1A, UCP2; a estas alteraciones se les ha denominado metabolopatías, y están 

relacionadas con la afectación de vías metabólicas cuyo producto final es la 

hipersecreción de insulina. Aunque la presencia de estas mutaciones no es tan frecuente, 

sí representan una de las principales causas de la presencia de hipoglucemia persistente 

(Güemes & Hussain, 2015). 

 

2.2 Clasificación de la hipoglucemia  

          Una vez que los niveles de glucosa en sangre disminuyen a valores por debajo de 

los normales (menos de 70 mg/dl o 3.9 mmol/L) se produce un estado fisiológico 

conocido como hipoglucemia. El grado de hipoglucemia va a depender de la 

concentración sanguínea de glucosa; aunque en la literatura existe una amplia variedad 

de clasificaciones del grado de hipoglucemia, una de las clasificaciones ampliamente 

citadas es  la de la DCCT (“Diabetes Control and Complications Trial”) por sus siglas 

en inglés. 

De acuerdo a la DCCT, la severidad de la hipoglucemia es definida clínicamente de 

acuerdo a si los pacientes requieren de la ayuda externa para recuperar los niveles de 

glucosa normales además de los síntomas que se presentan  (Cryer et al., 2003; Frier et 

al., 2014). Whipple en 1938 definió a la hipoglucemia patológica como una triada de 

eventos, los cuales incluyen la disminución de glucosa en plasma (< 40 mg/dl), 

síntomas hipoglucémicos y resolución de síntomas por la corrección de glucosa en 

sangre (Guettier & Gorden, 2006). Principalmente se han caracterizado 2 tipos de 

síntomas: autonómicos y neuroglucopénicos, los cuales pueden ser revertidos por la 

administración de glucosa. Los síntomas autonómicos (neurogénicos o 

simpatoadrenales) incluyen: sudoración fría, ansiedad, temblor fino, parestesias, 

sensación de debilidad, sensación de hambre y palpitaciones. Estos síntomas son 

esenciales para la percepción del estado hipoglucémico, pero después del tratamiento 

con insulina éstos no son reconocidos oportunamente por el paciente, por lo que no se 

corrige la hipoglucemia. Los síntomas neuroglucopénicos se relacionan con la privación 

de glucosa en el cerebro e incluyen: visión borrosa, fatiga o debilidad, sensación de 

mareo, confusión o reacción lenta, dificultad para hablar, sensación de somnolencia, 
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irritabilidad y trastornos de humor (Guettier & Gordon, 2006; Tesfaye & Seaquist, 

2010).  

 

Acorde a esto, la Asociación Americana de Diabetes ha sugerido la siguiente 

clasificación:  

1) Hipoglucemia Sintomática: Los niveles de glucosa sanguínea disminuyen por 

debajo de los 70 mg/dl; se acompaña de la presencia de síntomas neurogénicos o 

simpatoadrenales derivados de la activación del Sistema Nervioso Autónomo  

(SNA) e incluyen a la sudoración, temblor, mareo, palpitaciones y hambre.  

2) Hipoglucemia Asintomática: Los niveles de glucosa sanguínea disminuyen por 

debajo de los 70 mg/dl sin la presencia de síntomas neurogénicos. 

3) Hipoglucemia Moderada o Media: Los pacientes no requieren de la asistencia 

externa para recuperar los niveles de glucosa, los niveles de glucosa sanguínea 

oscilan entre los 60-35 mg/dl. 

4) Hipoglucemia Moderada Recurrente: Los pacientes presentan episodios de 

hipoglucemia en niveles moderados al menos 2 o 3 veces por semana. 

5) Hipoglucemia Severa: Los niveles de glucosa sanguínea disminuyen por debajo 

de los 35 mg/dl; los pacientes requieren de la asistencia externa para recuperar 

los niveles de glucosa con la administración de glucosa exógena, carbohidratos o 

glucagón. 

En estudios recientes se puede encontrar la siguiente clasificación: hipoglucemia 

leve (57.6-64.8 mg/dl), hipoglucemia moderada (mild hypoglycemia 41.4-64.8 

mg/dl) e hipogluemia severa (< 36 mg/dl)  (Jensen et al., 2013; Frier et al., 

2014).  
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2.3 La hipoglucemia como  principal complicación del tratamiento de la Diabetes 

Mellitus  Tipo 1: Epidemiología  

          La diabetes mellitus es un trastorno metabólico caracterizado por la falla en la 

producción endógena de insulina, una hormona secretada de pequeños grupos de células 

β del páncreas, la cual estimula la recaptura de la glucosa en los diferentes órganos, 

disminuyendo sus niveles en sangre (Wrighten et al., 2009). Existen 2 tipos de diabetes; 

La Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1), la cual es el resultado de la pérdida de células β 

pancreáticas que secretan insulina debido a un proceso autoinmune y suele ocurrir en 

etapas tempranas de la vida, mientras que la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) es 

caracterizada por una  respuesta reducida a insulina (resistencia a insulina) aunada  a la 

alteración de la función de las células β; se desarrolla más en la etapa adulta y se ha 

relacionado con la presencia de trastornos metabólicos como la obesidad y el síndrome 

metabólico (Reagan et al., 2012). Como resultado, en ambos tipos de diabetes los 

niveles de glucosa en sangre aumentan (>120 mg/dl)  dando lugar a la hiperglucemia. 

La administración de insulina es el tratamiento más utilizado para regular los niveles 

sanguíneos de glucosa en la DMT1 (Klein & Waxman, 2003; Wrighten et al., 2009), 

por lo que la hipoglucemia es la consecuencia inmediata adversa del tratamiento 

terapéutico con altas dosis de insulina en aproximadamente el 50% de los pacientes con 

DMT1. Sin embargo, la presencia de episodios de hipoglucemia en los pacientes con 

DMT2 ha incrementado de manera considerable debido al aumento del uso de fármacos 

análogos a la  insulina en estos pacientes   (Gold et al., 1995; Frier et al., 2014). 

La incidencia de diabetes alrededor del mundo se ha convertido en un problema de 

salud grave. De acuerdo a la Federación Internacional de Diabetes, en la actualidad 

existen aproximadamente  422 millones de personas viviendo con diabetes, y se estima 

que este número incrementará a alrededor de 552 millones en 2020. La presencia de 

hipoglucemia se ha descrito principalmente en pacientes con DMT1. Sin embargo en los 

pacientes con DMT2, los cuales representan el 90 % de los casos de diabetes alrededor 

del mundo de acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), la utilizació n de 

análogos de insulina también ha producido un incremento en la presencia de los 

episodios de hipoglucemia. La incidencia promedio de hipoglucemia moderada en  
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pacientes con DMT1 es de 1-2 episodios por semana, mientras que en los pacientes con 

DMT2 es de 0.3-0.7 episodios por semana (Cryer, 2003). Se ha descrito que los 

episodios repetidos de hipoglucemia moderada se observan frecuentemente en el 70-

80% de los pacientes con DMT1 y en el 40% de los pacientes con DMT2 debido a la 

terapia con insulina (Donelly et al., 2005; Heller et al., 2004). La hipoglucemia 

moderada recurrente (HR) aumenta el riesgo de presentar hipoglucemia severa (HS), la 

cual tiene una incidencia del 36% y del 7% de los pacientes con DMT1 y DMT2, 

respectivamente (Blasetti et al., 2011; Frier et al., 2014; Languren et al., 2013). De 

acuerdo al DCCT, el cual es uno de los estudios prospectivos más citado, la incidencia 

de hipoglucemia severa es de 0.62 episodios por paciente al año en la DMT1, mientras 

que en la DMT2 la incidencia de hipoglucemia severa es menor, reportándose 0.07 

episodios por paciente al año (Frier et al., 2014). Se estima que alrededor del 4 % de la 

tasa de mortalidad de pacientes diabéticos es debido a la presencia de hipoglucemia 

(Cryer et al., 2007),  ya que en un 25 % de los eventos de hipoglucemia severa hay 

presencia de coma (Frier et al., 2014).  

2.4 Implicaciones clínicas de la hipoglucemia  

          La hipoglucemia puede tener efectos adversos sobre la vida diaria de los 

pacientes, desde afectar las actividades diarias más cotidianas, hasta poner en riesgo la 

vida al sufrir algún accidente vehicular, caídas o fracturas; esto incide de manera 

negativa al afectar el estado anímico y emocional de los pacientes que son expuestos a 

las alteraciones de glucosa de manera frecuente. Se ha descrito que la hipoglucemia 

aumenta los niveles de ansiedad  y produce déficits cognitivos importantes, entre los 

que se incluye la atención y la memoria. Cuando la duración de la diabetes va 

aumentando, los pacientes pueden sufrir de complicaciones a largo plazo, entre las que 

se incluye el fallo en la respuesta endocrina ante la disminución de glucosa, lo cual 

deriva en la hipoglucemia desapercibida (“hypoglycemia unawareness”, HU), que 

promueve un ciclo recurrente de episodios de hipoglucemia (Ver más adelante). 

Durante la hipoglucemia ocurre la activación del SNA, como parte de los mecanismos 

de defensa que contrarrestan el estado hipoglucémico; la liberación  frecuente de 

catecolaminas junto con la activación del sistema autónomo produce efectos 

hemodinámicos sobre el flujo sanguíneo regional, lo cual afecta de manera importante 
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al sistema cardiovascular (Frier et al., 2014; Martin-Timón et al., 2015). Además, los 

pacientes pueden tener un mayor riesgo de sufrir déficits neurológicos al padecer 

cambios funcionales y estructurales permanentes cuando la hipoglucemia  se asocia con 

convulsiones ó cuando se alcanza el estado de coma hipoglucémico, dando lugar a 

complicaciones y secuelas neurológicas irreversibles (Jansen et al., 2013). Los cambios 

en la función cognitiva resultantes de la hipoglucemia severa en humanos se describen 

más adelante.  

 

2.5 Hipoglucemia nocturna  

          La presencia de hipoglucemia puede ocurrir durante la noche y puede tener una 

duración de varias horas. Esto se debe a que los síntomas de la hipoglucemia no se 

perciben durante el sueño y el monitoreo de los niveles de glucosa durante la noche  es 

poco frecuente. Se ha descrito que el 50 % de los episodios de hipoglucemia en los 

pacientes con DMT1 ocurren durante la noche en adultos tratados con insulina y en 

cerca del 80 % de niños. La frecuencia y el tiempo de duración de los episodios varían 

de acuerdo a los  diferentes tratamientos  de insulina (Frier et al., 2014).  

 

2.6 Respuesta contrarreguladora a la hipoglucemia 

          Ante la presencia de hipoglucemia el cerebro sensa la disminución de glucosa y 

activa mecanismos de defensa contrareguladores. El umbral de glucosa sanguínea para 

la activación de estos mecanismos es aproximadamente de 67 mg/dl.  La primera 

respuesta producida por el decremento de glucosa, es la supresión de la secreción 

endógena de insulina. Una vez que los niveles sanguíneos de glucosa se encuentran  por 

debajo del rango fisiológico, inicia la secreción de hormonas contrareguladoras  que 

antagonizan la acción de la insulina; el glucagón y la epinefrina. El glucagón producido 

en las células pancreáticas α incrementa la concentración de glucosa en plasma al 

estimular la producción de glucosa hepática vía la glucogenólisis (degradación de 

glucógeno a glucosa) y la gluconeogénesis (síntesis de glucosa a partir de piruvato) de  
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manera transitoria; además se activa el SNA, el cual incrementa la secreción de 

norepinefrina y epinefrina de la médula adrenal, que actúan sobre receptores α y β 

adrenérgicos en múltiples órganos y mantienen un incremento más sostenido en la 

concentración de glucosa en plasma; además se limita la utilización de glucosa 

periférica. Ambos favorecen la oxidación de ácidos grasos y la degradación de proteínas 

para proporcionar sustratos para la gluconeogénesis (Lewitt &  Baxter, 1991; Carrol et 

al., 2003). Cuando la disminución de glucosa se prolonga por más tiempo (después de 3 

h aproximadamente) y se encuentra en un rango de aproximadamente 66 mg/dl, 

incrementa la secreción de hormona de crecimiento, mientras que el cortisol incrementa 

cuando los niveles de glucosa son cercanos a los 58 mg/dl. La hormona de crecimiento 

y el cortisol inducen cambios en los niveles de glucosa al estimular la lipólisis en el 

tejido adiposo, la cetogénesis y  gluconeogénesis en el hígado. Si la defensa fisiológica 

no contrarresta la disminución de los niveles bajos de glucosa, se producen síntomas 

neurogénicos que incluyen sudoración, temblor, mareos y hambre, los cuales 

promueven la ingesta de alimento (Cryer, 2007; Beall et al., 2012), lo cual puede 

revertir el estado de hipoglucemia, (Ver Figura 2). Sin embargo, se ha descrito que la 

respuesta contrarreguladora a la hipoglucemia se atenúa en un 40 % de los pacientes 

con DMT1, los cuales son incapaces de percibir los signos autonómicos de 

hipoglucemia (“hypoglycemia unawareness”) y esto aumenta el riesgo de padecer HS (6 

veces en DMT1 y 17 veces en DMT2) (Frier et al., 2014; Tesfaye and Seaquist, 2010; 

Beall et al., 2012). 
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Figura 2. Respuesta contrareguladora de glucosa. Mecanis mos periféricos y centrales de la regulación  

de los niveles de glucosa durante  la hipoglucemia. Ante la disminución de los niveles de glucosa, el 

páncreas disminuye la liberación de insulina  y aumenta la liberación  de glucagón  para promover la 

glucogenólisis y gluconeogénesis en el hígado, aunado  a la activación del sistema nervioso autónomo 

para incrementar la liberación de Epinefrina y  Acetilcolina y  se presenten los síntomas autonómicos, 

entre los que se incluye la sudoración, temblor y  hambre, lo  cual incrementa la ingesta de carbohidratos y 

la corrección  del estado hipoglucémico. Adaptado de Cryer et  al., 2006. NE: Norepinefrina, ACh: 

Acetilcolina, HC: Hormona de crecimiento.  

 

2.6.1 Fallo autonómico asociado a la hipoglucemia  e hipoglucemia desapercibida  

          La falla en la defensa endocrina puede ser producida por diferentes causas. Se ha 

descrito que un solo episodio de hipoglucemia previa (producido por ejercicio ó sueño) 

produce el síndrome de contraregulación deficiente de glucosa, reduciéndose la 

respuesta de epinefrina en la ausencia de respuestas de glucagón e insulina, y por ende 

la falla en el reconocimiento del estado hipoglucémico. Debido a la ausencia de los 

síntomas neurogénicos inducidos por la respuesta del SNA, los síntomas 

neuroglucopénicos resultantes de la privación de glucosa al cerebro se convierten en la 

primera advertencia del estado hipoglucémico, lo que aumenta el riesgo de 

hipoglucemia recurrente e incluso severa (Cryer et al; 2003; Cryer, 2006; Tesfaye &   

Seaquist, 2010). Se ha descrito que la hipoglucemia desapercibida se presenta en el 40 

% de los pacientes con DMT1 y en menor frecuencia en los pacientes con DMT2  

(Martín-Timón et al., 2015).  
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2.7 Hipoglucemia severa 

          La hipoglucemia severa (HS) se presenta cuando los niveles de glucosa sanguínea 

disminuyen de manera drástica por debajo de los 35 mg/dl y si no hay administración de 

glucosa exógena se puede conducir al estado de coma. Este se caracteriza por el cese en 

la actividad eléctrica cerebral, por lo que también se le conoce como periodo 

isoeléctrico. Cuando la hipoglucemia severa no es tratada oportunamente y se presenta 

el coma hipoglucémico por un periodo de entre 30-60 min, éste puede derivar en 

déficits neurológicos permanentes e incluso en la muerte neuronal en regiones 

cerebrales vulnerables. La muerte neuronal  después del coma, se ha relacionado con la  

presencia de estrés oxidativo (ver más adelante) y  con déficits cognitivos tanto en 

humanos como en modelos animales (ver más adelante). Cuando las neuronas son 

sometidas a un estrés energético sostenido, como lo es la privación de glucosa, se 

activan diferentes mecanismos encargados de reestablecer la homeostasis celular como 

la respuesta antioxidante. Estudios previos han demostrado que en condiciones de 

hipoglucemia severa aún sin la presencia de coma, hay un incremento en los niveles de 

estrés oxidativo, así como una disminución significativa de los niveles de Glutatión 

(GSH), el cual es el principal antioxidante en el cerebro (Dringen et al., 2002; Singh et 

al., 2004; Patockova et al., 2003;  Rao et al., 2014).  

2.7.1 Vulnerabilidad selectiva a la muerte neuronal por hipoglucemia severa  

          Diversos estudios experimentales han mostrado que la presencia de coma 

hipoglucémico da lugar a daño neuronal en áreas cerebrales como las capas 2 y 3 de 

corteza cerebral, el hipocampo, principalmente el subículo y el giro dentado (GD) y el 

estriado dorsolateral (Auer et al., 1984, Kalimo et al., 1985; Sandberg et al., 1986, Suh 

et al., 2003).  

 Auer (1984) demostró una correlación positiva entre la duración del periodo 

isoeléctrico y la extensión del daño neuronal. De acuerdo con estos estudios y con 

investigaciones en humanos, la hipoglucemia severa produce daño neuronal en 

poblaciones neuronales específicas. Sin embargo, áreas como el tallo cerebral y el 

cerebelo son menos suceptibles al coma hipoglucémico, debido probablemente a una 

mayor eficiencia del trasportador de glucosa cerebelar, generando resistencia  al daño 

hipoglucémico (La Manna & Harik, 1985). 
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Auer observó que durante la HS (niveles de glucosa sanguíneos menores de los 35 

mg/dl) la actividad eléctrica cerebral disminuye hasta observarse un aplanamiento en el 

registro electroencefalográfico (cese en la actividad eléctrica cerebral). Cuando éste 

permanece de 30-60 min se produce daño neuronal. En un registro 

electroencefalográfico, la actividad eléctrica cerebral normal se caracteriza por la 

presencia de  ondas beta (13-25 Hz), después de la administración de insulina la 

actividad cerebral cambia a ondas α (8-13Hz), y cuando la severidad de la hipoglucemia 

aumenta (18-36 mg/dl, 1 mM de glucosa equivale a 18 mg/dl), incrementa la actividad 

de ondas theta (3.5-7.5Hz) y delta (1-3 Hz) hasta que comienza el periodo isoeléctrico, 

caracterizado por el aplanamiento en el EEG; en este momento los niveles de glucosa se 

encuentran por debajo de 1 mM. 

Estudios clínicos en paciente diabéticos y normales, son consistentes con los datos 

obtenidos en modelos animales de hipoglucemia, entre los cuales se ha descrito que la 

presencia de hipoglucemia severa afecta a las neuronas de la corteza cerebral, 

particularmente la corteza insular, el hipocampo y los ganglios basales. Fujioka y 

colaboradores, en 1997,  investigaron los cambios en el cerebro de pacientes diabéticos 

que padecieron de hipoglucemia severa (<35 mg/dl) utilizando tomografía 

computarizada e imagen de resonancia magnética, y reportaron lesiones en la corteza 

insular, parieto-occipital y sustancia nigra. Estudios recientes han descrito que la 

presencia de hipoglucemia severa produce un incremento en la lesión de áreas 

cerebrales como la corteza temporal, parietal y occipital, hipocampo, putamen y núcleo 

caudado (Ma et al., 2009; Lee et al., 2010), lo cual ha generado  interés en conocer las 

causas por la cuales hay una vulnerabilidad selectiva en el daño producido por la 

hipoglucemia (Suh et al., 2003; Suh et al., 2007).  

 

2.7.2 Efecto de la hipoglucemia severa sobre el funcionamiento cognitivo 

          La presencia de HS  produce un importante deterioro cognitivo  y alteraciones 

neurológicas permanentes, la cual si no es revertida a tiempo puede derivar en la muerte  

del paciente. Las consecuencias de la hipoglucemia severa y aguda son bien conocidas. 

Tanto en estudios clínicos como en modelos animales se ha mostrado que la 
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hipoglucemia severa de manera repetida puede derivar en daño cerebral y deterioro 

cognitivo permanente. La presencia de HS en modelos animales con diabetes y animales 

sanos ha derivado en la presencia de muerte neuronal principalmente en la corteza 

cerebral y el hipocampo,  lo cual se ha asociado con el deterioro de funciones cognitivas 

como la memoria y el aprendizaje. Estudios realizados por Suh et al.,  (2003) mostraron 

que  animales que fueron sometidos a HS con coma durante 45 min, presentan un 

declive significativo en la memoria espacial al ser evaluados 6 semanas después de la 

inducción de la HS, lo cual fue relacionado con la presencia de muerte neuronal en el 

hipocampo. Más adelante, Suh  et al., (2005) corroboraron el déficit inducido por la HS 

en la prueba de memoria espacial  realizada en el laberinto acuático de Morris. La 

administración de sustratos energéticos como el piruvato  disminuyó el deterioro 

cognitivo, lo cual correlacionó con la disminución de la muerte neuronal es un 70%.  

En concordancia con los datos descritos previamente, diversos estudios en humanos han 

demostrado que la HS induce un déficit importante en funciones cognitivas como la 

atención y la memoria. Para conocer más detalles sobre los estudios en humanos ver el 

inciso 3.3 de la revisión Languren G, Montiel T, Julio-Amilpas A, Massieu L. 

Neuronal damage and cognitive impairment associated with hypoglycemia: An 

integrated view. Neurochemistry International 63 (2013) 331-34 incluida al final de la 

introducción de esta tesis. 

 

3. Mecanismos implicados en la muerte neuronal  por hipoglucemia 

Se han descrito algunos factores implicados en el daño neuronal hipoglucémico, entre 

ellos la excitotoxicidad inducida por la activación de receptores de glutamato, la 

liberación neuronal de zinc, la activación de la Poli-1(ADP-Ribosa)-polimerasa 1 

(PARP1), el incremento intracelular de calcio, la activación de la NADPH oxidasa y el 

estrés oxidante (Auer et al., 1985; Suh et al., 2003; Suh et al., 2004; Suh et al., 2008; 

Haces et al. 2010). Ver Figura 3. Recientemente también estudios de nuestro laboratorio 

han sugerido que la acumulación de proteínas mal plegadas y la falla en la degradación 

autofágica contribuye a la muerte en neuronas en cultivo expuestas a la privación y la 

reintroducción de glucosa (García de la Cadena et al. 2014; Gerónimo-Olvera et al. 

2017) 
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3.1 Excitotoxicidad  

          Experimentos previos han evaluado el papel de la excitotoxicidad en la muerte 

neuronal después el coma hipoglucémico. El término excitotoxicidad fue acuñado en 

1969 por Onley y se refiere a la capacidad del glutamato para producir degeneración 

neuronal por la estimulación prolongada de sus receptores postsinápticos. Este 

mecanismo se ha observado en la muerte neuronal producida por hipoglucemia. 

Experimentos utilizando microdiálisis mostraron que los aminoácidos excitadores como 

glutamato y aspartato son liberados hacia el espacio extracelular desde que se inicia el 

periodo isoeléctrico. Este incremento se debe en gran medida a que durante el estado 

hipoglucémico el piruvato que se genera en la glucólisis deja de proveer Acetil 

coenzima A hacia el TCA, por lo que a partir de reacciones de transaminación el 

glutamato es metabolizado a α-cetoglutatato para ser utilizado como sustrato en el ciclo 

de los ácidos tricarboxílicos, mientras que el oxaloacetato es metabolizados a aspartato 

por lo que hay una mayor liberación de aspartato al espacio extracelular que estimula 

los receptores a glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) , generándose 

excitotoxicidad (Sandberg et al. 1986).   Wieloch et al., en 1985 mostraron que la 

administración de antagonistas de los receptores de tipo NMDA y no-NMDA, reduce la 

muerte neuronal hipoglucémica. Finalmente, un estudio realizado por Butcher y 

colaboradores en 1997 mostró  que la ablación de las terminales glutamatérgicas 

corticoestriatales puede prevenir el daño neuronal inducido por la hipoglucemia en el 

estriado de manera significativa. Todos estos datos permitieron probar que la 

excitotoxicidad es un factor importante en la muerte hipoglucémica.  

 En la actualidad se han descrito diversos mecanismos que están implicados en la 

muerte neuronal hipoglucémica, ya que se ha mostrado en estudios in vivo e in vitro  

que  después del estado hipoglucémico se produce muerte (Suh et al., 2007). Hay que 

recordar que la muerte no se produce durante el estado hipoglucémico a menos que este 

sea muy prolongado. Una de las principales consecuencias de la excitotoxicidad es el 

incremento en los niveles de calcio hacia el espacio intracelular, lo cual activa una serie 

de enzimas que dan lugar a la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), así 

como a la activación de enzimas proapoptóticas como las caspasas.  
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Investigaciones realizadas por Suh y colaboradores (2003),  mostraron que después de 

la administración de glucosa, la cual es necesaria para revertir el estado hipoglucémico, 

hay una activación de la enzima PARP-1, la cual actúa como mediador de la muerte 

celular por excitotoxicidad y varios procesos inflamatorios al reparar el daño al DNA. 

PARP-1 utiliza al grupo ADP ribosa de NAD1 para formar polímeros de ADP ribosa, 

los cuales facilitan la reparación del DNA. Sin embargo su  sobreactivación da lugar al 

daño en diferentes biomoléculas, como proteínas, lípidos y DNA. El mecanismo por el 

cual PARP-1 produce daño celular es debido a la depleción de energía y a que su 

activación señaliza la liberación del Factor inductor de apoptosis (FIA) de la 

mitocondria, dando lugar a la muerte celular programada independiente de caspasas. 

(Yu et al., 2002). Suh et al 2003 mostraron que al administrar inhibidores de PARP-1 

durante la reintroducción de glucosa, se reduce significativamente la muerte neuronal. 

Más adelante mostraron que durante la reintroducción de glucosa ocurre la liberación de 

óxido nítrico, lo cual estimula la liberación de zinc desde las terminales nerviosas. El 

zinc se transloca a neuronas postsinápticas y produce la activación de la enzima NOX y 

PARP-1, dando lugar a la producción de ERO (Suh et al., 2007, 2008). Por otra parte, 

estudios in vitro realizados por Páramo et al. (2010) indican que la privación de glucosa 

en cultivos neuronales hipocampales produce un aumento significativo en la producció n 

de ERO, lo cual deriva en la activación de diversas enzimas como la NOX, la xantina 

oxidasa y la fosfolipasa A2, las cuales contribuyen a la muerte neuronal. Recientemente 

Won y colaboradores (2012) mostraron que la respuesta inflamatoria es otro mecanismo 

importante que puede contribuir a la muerte neuronal, ya que aún 7 días después de la 

inducción de hipoglucemia se pudo observar la activación microglial en regiones como  

el hipocampo.  

 Durante el estado hipoglucémico, la producción de ATP se ve significativamente  

disminuida, lo cual sugiere que la mitocondria es un blanco importante que se ve 

afectado en esta condición. Durante la hipoglucemia ocurre la despolarización de la 

membrana mitocondrial y durante la reintroducción de glucosa se presenta la apertura 

del poro de transición mitocondrial, la liberación de citocromo c y la activación de 

caspasa 3 (Friberg et al., 1998; Ferrand-Drake et al., 2003).  Todos los datos descritos 

previamente sugieren que la presencia de muerte neuronal subsecuente a la 
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hipoglucemia depende de múltiples factores que ocurren tanto en el estado 

hipoglucémico como durante la reintroducción de glucosa. Ver figura 3. 

 

 

Figura 3. Factores implicados en la muerte neuronal por hipoglucemia . Adaptado de Estrada-

Sánchez et al., 2009; Haces & Massieu, 2005.  

 

 3.2 Estrés oxidante en la hipoglucemia 

          Como se mencionó previamente, existe evidencia considerable que indica que el 

estrés oxidante ejerce un papel importante en el daño neuronal asociado con la 

hipoglucemia y otros desórdenes metabólicos. El estrés oxidante es definido como el 

desequilibrio entre los procesos bioquímicos que llevan a la producción de especies 

reactivas de oxígeno (ERO) y  los procesos responsables de la remoción de las mismas, 

es decir la defensa antioxidante (Melov, 2002; Halliwell, 2006).  
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Las ERO pueden ser radicales de oxígeno que poseen electrones desapareados tales 

como el anión superóxido y el radical hidroxilo, o no radicales como el peróxido de 

hidrógeno. La mitocondria es una de las principales fuentes de producción de ERO, 

donde una fracción significativa de oxígeno molecular no es completamente reducido y 

forma superóxido (Bondy & Lebel, 1993). 

En condiciones normales, la producción de ERO es una consecuencia de muchos 

procesos celulares y su presencia excesiva es prevenida, por sistemas de defensa 

antioxidante endógenos, como el glutatión, el α- tocoferol (Vitamina E), los 

carotenoides, el ácido ascórbico, así como enzimas antioxidantes como la superóxido 

dismutasa, la catalasa y la glutatión peroxidasa (Choi et al., 2008). Sin embargo, cuando 

las ERO exceden la capacidad antioxidante se produce estrés oxidante conduciendo al 

daño a distintas biomoléculas, como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Debido en 

gran medida a que el SNC es altamente sensible al daño producido por los radicales 

libres y la defensa antioxidante es menor en comparación con otros tejidos (Halliwell., 

2006), éste es muy vulnerable al daño oxidativo cuando se producen ERO. 

 Se ha detectado la presencia de estrés oxidante en el estado hipoglucémico (Bhardwaj 

et al., 1998; Patocková et al., 2003; Singh et al., 2004; Suh et al., 2007), pero no se ha 

explorado completamente, ni se han dilucidado los mecanismos responsables del daño 

oxidante en esta condición. En el 2003, Patocková et al. observaron que el 

malondialdehído (MDA), uno de los   productos finales de la peroxidación de lípidos, 

incrementó de manera significativa en el cerebro del ratón después de un evento de 

hipoglucemia severa, lo cual indica la presencia de estrés oxidante. Suh et al. (2007) 

demostraron la presencia de superóxido en el hipocampo de ratas con hipoglucemia y 

sugirieron que la mayor producción de especies reactivas ocurre durante la 

reintroducción de glucosa después de un periodo de coma. Además proponen a la 

NADPH oxidasa como uno de los sistemas productores de especies reactivas más 

importantes. Por otra parte, Haces  y colaboradores en el 2010  demostraron  la 

presencia de daño oxidante a lípidos y proteínas durante la hipoglucemia, aún en 

ausencia de coma, en las regiones vulnerables al daño (corteza cerebral, hipocampo y 

estriado), más no en las menos vulnerables como el cerebelo. Más adelante Julio-

Amilpas y colaboradores en 2015 mostraron que la hipoglucemia aguda y  prolongada, 

aún en ausencia de coma cerebral, da lugar a la formación de ERO en las capas 
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intermedias de la corteza cerebral y en el hipocampo, al evaluarse 24 h después de la 

hipoglucemia severa, mientras que  la muerte neuronal sólo se observa en capas 

superficiales de la corteza. 

Además de los estudios pioneros que demostraron el efecto protector de los antagonistas 

del receptor NMDA contra el daño hipoglucémico (Wieloch, 1985), estudios más 

recientes han demostrado que la inhibición de la NADPH previene la muerte neuronal 

en el hipocampo de ratas hipoglucémicas y que los ratones deficientes en esta enzima 

son más resistentes al daño (Suh et al. 2007). Otros estudios han mostrado que la 

administración de sustratos energéticos que pueden sustituir a la glucosa, como el 

lactato y el piruvato, reducen el daño hipoglucémico (Suh et al., 2005; Zhou et al., 

2012; Won et al., 2012). En un estudio previo en el laboratorio se encontró que el  

cuerpo cetónico beta-hidroxibutirato (BHB), es capaz de substituir a la glucosa como 

fuente energética en condiciones de hipoglucemia química in vitro y de prevenir el daño 

oxidante  a lípidos en animales hipoglucémicos (Haces et al. 2008). El BHB es capaz de 

transportarse desde la sangre al cerebro, cruzar la barrera hematoencefálica  e 

incorporase al TCA como acetil coenzima A, produciendo ATP. Además de su efecto 

metabólico, Haces et al., (2008) mostraron que el BHB es capaz de reducir la presencia 

de ERO en neuronas cultivadas, posiblemente a través de su papel como atrapador de 

las mismas. En una investigación más reciente se observó que el BHB previene 

notablemente la presencia de neuronas en degeneración en la corteza cerebral de los 

animales hipoglucémicos y reduce la generación de ERO (Julio-Amilpas et al., 2015), 

sugiriendo que al mejorarse el estado energético celular se reduce la producción de ERO 

promoviendo la sobrevivencia neuronal.             

 

3.3 Papel del sistema antioxidante durante la hipoglucemia y la reintroducción de 

glucosa 

          El estrés oxidante juega un papel importante en el daño cerebral inducido por una 

amplia variedad de desórdenes metabólicos y neurodegenerativos (Halliwell, 2006). En 

el SNC un extenso sistema de enzimas antioxidantes y componentes de bajo peso 

molecular ejercen un papel protector fundamental en contra del daño oxidativo. El 

principal sistema de defensa antioxidante es el del tripéptido glutatión (GSH), el cual 
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junto con el ascorbato y el α-tocoferol son los mayores sistemas antioxidantes de bajo 

peso molecular en el cerebro (Vatassery, 1998). El ascorbato y el GSH son solubles en 

agua, mientras que el α-tocoferol o vitamina E es soluble en lípidos. Tanto el ascorbato 

como el α tocoferol son transportados a través de la barrera hematoencefálica, mientras 

que el  tripéptido GSH (L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicina) es sintetizado localmente a 

partir de sus tres componentes, el glutamato, la cisteína y la glicina (Dringen et al., 

2000). 

El GSH es la principal molécula antioxidante en el SNC, al actuar como atrapador 

directo de las ERO y proteger a las células en contra del estrés oxidativo y el daño 

xenobiótico; además mantiene el estado celular redox de los grupos thiol,  al prevenir la 

oxidación de los grupos sulfidrilo (SH) (Dringen, 2000). Se localiza principalmente en 

glia, en los astrocitos, donde el GSH es cortado por la enzima astrocítica γ-glutamil 

transpeptidasa (γGT), mientras que la CySGly es cortada por la aminopeptidasa N para 

producir glicina y cisteína, los cuales son utilizados por las neuronas para producir su 

propio GSH.  

 El GSH tiene una concentración más elevada en regiones cerebrales anteriores como la 

corteza cerebral y el hipocampo. Su concentración en el fluido cerebroespinal es de 2-3 

mM, y aún es baja en comparación con otros órganos, además de que se ha descrito una 

disminución de los niveles del antioxidante debido al envejecimiento (Limón-Pacheco 

et al., 2007). De acuerdo a Rice & Russo-Menna (1998), los niveles de GSH y de 

enzimas antioxidantes son  más elevados durante el periodo postnatal y se ha observado 

un aumento en los niveles de GSH durante el desarrollo.  

En condiciones donde ocurre estrés oxidante,  como la hipoglucemia, se han observado 

cambios en los niveles de enzimas antioxidantes, incluidos el GSH. Rao et al. (2014)  

evaluaron el efecto de la hipoglucemia aguda  sobre los niveles de ascorbato, α 

tocoferol y GSH, y mostró que los niveles de GSH disminuyeron de manera 

significativa tanto en animales neonatos como adultos, mientras la hipoglucemia no  

modificó los niveles de ascorbato y el α tocoferol en las mismas condiciones evaluadas.  

Por otra parte se ha observado una disminución en los niveles de GSH durante la 

hipoxia- isquemia, una condición caracterizada por el fallo energético cerebral, 

excitotoxicidad y daño oxidativo, similar a la condición de hipoglucemia (Lyrer et al., 
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1991). Esto explicaría porque los adultos son más vulnerables al daño producido por 

estrés oxidante, en comparación con los neonatos, quienes son más resistentes a los 

efectos adversos producidos por daño hipoglucémico (Yamada et al., 2004).  

Cardoso et al. (2010, 2012) mostraron cambios en el balance oxidativo mitocondrial y la 

defensa antioxidante de la corteza cerebral y el hipocampo de animales diabéticos 

sometidos a hipoglucemia aguda y HR. En hipoglucemia aguda, Cardoso et al. (2010) 

mostraron cambios en los marcadores de estrés oxidante, específicamente un 

incremento en la lipoperoxidación y en la actividad de enzimas antioxidantes como la 

catalasa, manganeso superóxido dismutasa (MnSOD), y la glutatión peroxidasa (GPx) 

en el hipocampo de animales diabéticos. Estos datos concuerdan con los resultados de 

experimentos previos en los que la inducción de hipoglucemia aguda produce un 

aumento en la producción de ERO, particularmente el aumento en la lipoperoxidación, 

y una disminución significativa en los niveles de GSH también en animales diabéticos 

(Singh et al., 2004). Sin embargo, el aumento en los niveles de lipoperoxidación 

también ha sido observado en animales sanos sometidos a hipoglucemia aguda 

(Patockova et al., 2003; Haces et al., 2010). Más adelante Cardoso et al. (2012) 

mostraron que la HR produce una disminución de la defensa antioxidante (GSH/GSSG), 

lo cual sugiere que el cerebro es vulnerable a la presencia de estrés oxidante inducido 

por hipoglucemia, aún sin la patología diabética.  

Por otra parte, se ha  observado que durante la hiperglucemia, condición asociada a la 

diabetes, ocurre un aumento de estrés oxidante en diferentes órganos, incluido el 

cerebro (Moneira et al., 2005; Nakhaee et al., 2010; Mc Growder et al. 2013). 

Consistente con estas observaciones, Bree et al. (2009), demostraron que el daño 

inducido por la hipoglucemia, se exacerba en animales diabéticos. Por otra parte, 

McNeilly y colaboradores (2016), observaron que en animales diabéticos sometidos a 

hipoglucemia recurrente, el aumento en la expresión de Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-

derived 2)- like 2), un factor de trascripción sensible al estado redox, que desempeña un 

papel esencial en regular la respuesta antioxidante celular, es insuficiente para 

contrarrestar el daño oxidativo y el déficit cognitivo inducido por la HR. Estudios 

realizados por Choi et al., 2013 mostraron que la presencia de HR en animales 

diabéticos produce un aumento en los marcadores de daño oxidativo como el 4-2-

hidroxinonenal (4-HNE), acompañado de una disminución en los niveles de GSH. Estos 
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datos sugieren que las consecuencias de la HR en el sistema antioxidante podrían ser 

agravadas en  la condición diabética (Won et al., 2012; Mc Neilly et al., 2016).  

En un trabajo más reciente realizado por Kho y colaboradores (2016) demostraron que 

la administración de la N-acetil-cisteína (NAC), la cual actúa como un potente 

antioxidante al ser un derivado de cisteína, revirtió la depleción de los niveles de GSH y 

redujo la presencia de muerte neuronal después de la hipoglucemia aguda.  Estos datos 

sugieren que el NAC puede tener un efecto protector al restaurar los niveles de GSH y 

contribuir a disminuir los niveles de ERO que están implicados en la muerte celular 

(Reyes et al., 2016). 

4. Hipoglucemia moderada recurrente (HR) y funcionamiento cognitivo 

Estudios en humanos han mostrado que un solo episodio de hipoglucemia en niveles 

moderados puede conducir a la alteración de las funciones cognitivas como el 

aprendizaje, la atención y la memoria a corto plazo (Amiel., 1998; Strachan et al., 2001; 

McNay & Cotero, 2010).  La HR es más común que la HS en los pacientes con DMT1, 

particularmente en niños y adolescentes, y aunque no es una amenaza inmediata para la 

vida de los pacientes, la presencia frecuente de episodios de HR puede tener 

implicaciones clínicas considerables, como el deterioro cognitivo permanente (Perantie 

et al., 2008; Franchini et al., 2016). Hasta el momento, los efectos de la HR son todavía 

controvertidos.  

En un primer estudio en el 2004, McNay & Sherwin en 2004, mostraron que animales 

diabéticos (modelo de administración de estreptozotocina) sometidos a HR durante 3 

días no tuvieron un deterioro significativo en la memoria espacial, e incluso observaron 

una mejoría en la ejecución de la tarea, acompañada de una recuperación de los niveles 

de glucosa en el fluido extracelular hipocampal.  Los datos sugirieron que la 

hipoglucemia moderada incrementa el transporte de glucosa a través de la barrera 

hematoencefálica, como una posible respuesta adaptativa a la hipoglucemia (ver más 

adelante), lo cual podría tener un efecto en las tareas de alta demanda cognitiva. Sin 

embargo, los animales evaluados bajo la condición de hipoglucemia aguda mostraron 

un menor desempeño en la ejecución de las tareas cognitivas. Esto podría deberse 

probablemente a un transporte  deficiente de glucosa en la barrera hematoencefálica, 

produciendo un funcionamiento deficiente del hipocampo, además de otros mecanismos 
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como la supresión de los niveles de epinefrina durante la HR, la cual  se ha relacionado 

con procesos de memoria (Williams & McGaugh, 1993).   

En el 2006, McNay et al. estudiaron el efecto de la HR sobre funciones cognitivas como 

la memoria espacial en animales diabéticos y sanos utilizando un  modelo de HR más 

crónico, con una duración de 11 meses, en el cual los episodios de hipoglucemia 

moderada se presentaban 1 vez a la semana. Los animales fueron evaluados en las tareas 

de memoria espacial 4, 8 y 12 meses después de concluir el protocolo de HR. Los 

resultados mostraron que bajo condiciones de euglucemia, a los 4 meses, los animales 

mostraron una mejora significativa en la tarea de memoria espacial en comparación con 

el grupo control, no obstante, en condiciones de hipoglucemia el desempeño en la tarea 

disminuyó significativamente. Al evaluar a los 8 y 12 meses, los animales con HR bajo 

condiciones de euglicemia, también mejoraron en la tarea de memoria con respecto a 

los controles, los cuales mostraron un declive en la tarea cognitiva en función de la 

edad. A los 8 y 12 meses los animales con HR también presentaron déficit en las tareas 

conductuales cuando se hicieron las pruebas en condiciones de hipoglucemia, pero no 

así en condiciones de euglucemia, en las que el desempeño incluso fue mejor.  

Estos datos indican que la HR mejoró de manera significativa el desempeño en la tarea 

de memoria espacial dependiente de hipocampo, lo cual correlaciona con un incremento 

en los niveles de glucosa y lactato en hipocampo, sugiriendo una mayor captura de estos 

sustratos. Sin embargo en el estado hipoglucémico los animales se comportaron de 

manera deficiente.   

Estos hallazgos sugieren que los déficits en tareas cognitivas relacionados con 

hipoglucemia han sido más evidentes en procesos cognitivos complejos, y los datos de 

los estudios en animales han sido consistentes con los estudios en humanos, tanto a 

nivel cognitivo como en procesos metabólicos, lo que sugiere que la HR puede 

preservar el funcionamiento cognitivo, al menos en un estado de euglicemia (McNay et 

al., 2010).  Estos datos concuerdan con datos recientes de Osborne et al. (2016), quienes 

observaron una mejoría en la ejecución de tareas conductuales dependientes de 

hipocampo en animales no diabéticos, debido a un aumento en la señalización de 

glucocorticoides, los cuales están implicados en regular procesos hipocampales como el 

aprendizaje y la memoria. Después de la inducción de HR se  observó un aumento en la 
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expresión de receptores de glucocorticoides, además de los receptores de tipo NMDA y 

no-NMDA, promoviendo una mejor ejecución de tareas de aprendizaje y memoria 

contextual, como parte de los mecanismos  adaptativos inducidos por la HR. 

En contraposición a los estudios descritos arriba, Yamada y colaboradores en el 2004 

mostraron que animales neonatos no diabéticos, sometidos a HR, presentaron escasa 

muerte neuronal en las capas 2 y 3 de  la corteza cerebral. Sin embargo observaron una 

alteración de la plasticidad sináptica al evaluar la potenciación a largo plazo (LTP), un 

mecanismo celular que subyace a los procesos de aprendizaje y memoria. Esto sugiere 

que a pesar de que la HR no dañó el hipocampo, si interfirió con la plasticidad sináptica, 

lo que sugiere que la HR puede afectar de manera importante los mecanismos celulares 

de la memoria en ausencia de muerte neuronal, y esto puede tener efecto a largo plazo 

en el desempeño cognitivo. Investigaciones recientes realizadas por Won et al.  (2012) 

en un modelo de HR en ratas diabéticas y no diabéticas demostraron la presencia daño 

oxidativo en espinas dendríticas del hipocampo, aunque éste sólo fue observado en ratas 

diabéticas.  

La presencia del daño dendrítico hipocampal en los animales diabéticos se relacionó 

con un desempeño cognitivo deficiente en tareas dependientes de memoria. En 

concordancia a los datos previos, Mc Neilly et al. (2016) mostraron que la HR  produce 

un deterioro significativo en la memoria de reconocimiento de objetos únicamente en 

animales diabéticos.  

Finalmente, se ha reportado que la HR también tiene efectos importantes sobre la 

conducta emocional y social. Moore y colaboradores en el 2010  investigaron el efecto 

de la HR sobre el daño neuronal y diversas tareas de interacción social y conducta 

emocional, mostrando que animales neonatos son sensibles a  factores estresantes como 

la privación de glucosa favoreciendo la vulnerabilidad a la muerte neuronal en la 

corteza temporal y parasagital. 

De acuerdo a las observaciones descritas anteriormente, todavía existe controversia 

acerca de los efectos de la HR sobre el funcionamiento cognitivo y el posible daño 

oxidativo en diferentes áreas cerebrales. Más aún, se desconoce cuál es el efecto de la 

HR sobre el daño neuronal y cognitivo inducido por un episodio subsecuente de 
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hipoglucemia severa. En el presente estudio hemos abordado esta  pregunta en animales 

sanos, excluyendo la influencia de la patología diabética.  

 

5. Adaptaciones metabólicas cerebrales ante la hipoglucemia 

5.1 Regulación de la expresión de los transportadores de glucosa en el cerebro 

durante la hipoglucemia  

 

          Se ha propuesto que en condiciones de bajos niveles de energía como en la 

hipoglucemia, la expresión de los transportadores de glucosa puede ser regulada. Uno 

de  los primeros estudios relacionado a la regulación de los transportadores de glucosa 

en la hipoglucemia fue realizado por McCall y colaboradores en 1986. Encontraron que  

durante la hiperglucemia la expresión de los transportadores de glucosa disminuye, por 

lo que evaluaron en si en una condición de hipoglucemia crónica hay un incremento en 

la abundancia de los transportadores de glucosa. Sus datos mostraron que la expresión 

del  transportador de glucosa GLUT1 en la barrera aumentó significativamente durante 

la hipoglucemia crónica en ratas. Sin embargo, en una condición de hipoglucemia aguda 

no se observó el mismo efecto en el transportador de glucosa. Estos datos indican que 

los transportadores de glucosa de la barrera hematoencefálica son regulados durante 

alteraciones crónicas en los niveles de glucosa, lo que podría explicar que algunos 

pacientes son menos vulnerables a sufrir daño como consecuencia de la HR. Consistente 

con este estudio, Kumagai et al. en 1995, mostraron una regulación a la alta de la 

expresión del RNA mensajero del  transportador GLUT1 después de inducir 

hipoglucemia durante 5 días. Más adelante, Uehara y colaboradores en 1997, reportaron 

un incremento significativo en la expresión de GLUT3 en el cerebro de ratas, después 

de la inducción de hipoglucemia durante 8 días. Sin embargo, los incrementos 

reportados en GLUT 1 y GLUT 3 en estos estudios fueron de tectados en los vasos 

sanguíneos y no se reportaron cambios en los transportadores en las diferentes áreas del 

tejido cerebral. Duelli et al., 1999, indujo hipoglucemia durante una semana y examinó 

la densidad local de GLUT1 y GLUT 3 en el cerebro de la rata. Sus datos indicaron que 

la expresión de GLUT3 aumentó después de la inducción de la hipoglucemia. 

Observaron un ligero pero significativo incremento en GLUT3 y encontraron una 

correlación positiva entre la densidad de los transportadores de glucosa y la utilización 
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de glucosa cerebral determinada por el método cuantitativo de la 2-deoxiglucosa por 

autoradiografía.  Lee  y colaboradores (2000) mostraron un incremento significativo en 

la expresión de RNA mensajero de GLUT3  después de inducir hipoglucemia por 4 

días. Sin embargo, en la inducción de hipoglucemia durante 8 días no encontraron 

efecto. No reportaron cambios significativos en la expresión de RNA mensajero de 

GLUT1  en el cerebro de la rata. Estos hallazgos apoyan que la hipoglucemia crónica 

puede inducir un incremento en el transporte de glucosa, lo cual sugiere un mecanismo 

adaptativo que compensa la disminución en la glucosa sanguínea. Aunque GLUT1 no 

cambió en comparación a las condiciones normoglucémicas parece que GLUT3, el cual 

media el transporte de glucosa en las neuronas, es esencial para el transporte de glucosa 

del torrente sanguíneo a las neuronas. Por lo tanto, una regulación hacia arriba de 

GLUT3 podría ejercer un efecto neuroprotector durante la hipoglucemia. En un estudio 

previo, Namagatsu y colaboradores (1993), reportaron un aumento significativo de 2 

veces  en el RNA mensajero del transportador GLUT3 en el cerebro del ratón,  después 

de 3 días de privación de alimento durante 72 h. Sin embargo, no encontraron cambios 

en los niveles de proteína de GLUT 1 y de GLUT3 en comparación con las condiciones 

normoglucémicas. Las diferencias pueden deberse a que en este estudio se indujo un 

ayuno y no un estado hipoglucémico.  

 

5. 2 Supercompesensación de glucógeno en hipoglucemia 

Aunque la glucosa es el principal sustrato energético que provee de energía al cerebro, 

éste también contiene glucógeno (Cataldo & Broadwell 1986), almacenado en forma de 

moléculas glucosiladas. El glucógeno es la forma primaria de almacenamiento de 

glucosa en el hígado y el músculo esquelético, donde su función es actuar como un 

depósito de energía; en el cerebro ejerce un papel similar, al mantenerse como un 

reservorio de energía cuando el uso de glucosa es limitado. Sin embargo, los niveles de 

glucógeno en el cerebro son mucho menores al del hígado ó el músculo. En condiciones 

donde el suministro de glucosa al cerebro está comprometido, el hígado degrada 

rápidamente glucógeno a glucosa, que es liberada a la circulación sanguínea para 

garantizar un suministro adecuado al cerebro (Frier & Fisher 2007).  
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Estudios recientes han determinado la distribución de glucógeno cerebral utilizando 

técnicas como la inmunohistoquímica y se ha localizado principalmente en astrocitos y 

en concentraciones más altas en regiones como el hipocampo, las capas superficiales de 

la  corteza cerebral, el núcleo reticular talámico y en menor med ida en el tálamo e 

hipotálamo (Oe et al., 2016). Debido a que se han monitoreado concentraciones 

relativamente bajas de glucógeno en roedores y humanos, esto indicaría que el 

glucógeno podría actuar como un sustrato energético de reserva en periodos muy 

limitados de tiempo (Oz et al., 2015). Se ha establecido que el contenido de glucógeno 

disminuye como resultado de la actividad neural (Swanson et al., 1992), lo que implica 

que áreas con alto contenido de glucógeno tienen correspondientemente altas exigencias 

metabólicas, que son al menos parcialmente cubiertas por el metabolismo del glucógeno 

(Rich & Brown, 2016).  

Como se mencionó previamente, en condiciones en las cuales el aporte de glucosa al 

cerebro está afectado, hay ciertas adaptaciones cerebrales metabólicas que permiten al 

cerebro resistir el embate del fallo energético, entre ellas el aumento en la expresión de 

los transportadores de glucosa.  Así es como en estudios recientes se ha demostrado que 

el glucógeno actúa como un suministro de energía inmediato en condiciones como la 

hipoglucemia. Choi y colaboradores en el 2003, mostraron que el glucógeno puede 

funcionar como un suministro de energía durante periodos prolongados cuando el 

suministro de glucosa es inadecuado. Este grupo describió que aún después de un 

periodo corto de hipoglucemia (2 h) desde niveles moderados hasta un nivel de glucosa 

cercano a cero, los niveles de glucógeno disminuyen al ser utilizados de manera 

inmediata como sustrato energético. Además, incluso después de restaurar los niveles de 

glucemia después de un solo episodio de hipoglucemia, los niveles de glucógeno 

aumentan incluso a niveles más altos que los fisiológicos en tejidos como el hígado, el 

músculo y el corazón. Este rebote o aumento en el contenido de glucógeno se ha 

denominado "supercompensación" y se ha reportado en otras condiciones en las que 

ocurre falla energética como después de un periodo de isquemia (Folbergrova et al., 

1996), de hipoxia e incluso durante la privación de sueño (Kong et al., 2002).  Estudios 

recientes han demostrado el efecto de supercompensación de glucógeno en el cerebro 

durante la hipoglucemia aguda, e incluso después de periodos repetidos de 

hipoglucemia, tanto en modelos animales (Canada et al., 2011; Herzog et al., 2008) 
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como en estudios con humanos, (Öz et al., en el 2009). Estos estudios muestran  que  la 

supercompensación de glucógeno después de la hipoglucemia moderada ó aguda en 

sujetos sanos, monitoreada por resonancia magnética nuclear, actúa como un 

mecanismo compensatorio, al igual que en los modelos animales. Se ha propuesto a  la 

supercompensación del glucógeno como una respuesta metabólica compensatoria para 

prevenir el daño neuronal, así como un mecanismo implicado en el desarrollo de la falla 

en la respuesta autonómica contrareguladora de hipoglucemia y de la hipoglucemia 

desapercibida (Khowaja et al., 2015).  

 

6. Tratamientos para el control de la hipoglucemia 

La identificación de factores de riesgo para presentar hipoglucemia es un paso crucial 

para  prevenirla. En pacientes con DMT1 es importante considerar la edad, la duración 

de la enfermedad, además de que el género puede contribuir al riesgo de hipoglucemia, 

debido a que en las mujeres la falla en la respuesta contrarreguladora a la hipoglucemia 

es mediada por estrógeno (Sandoval et al. 2003).  

Las estrategias para la prevención de la hipoglucemia incluyen el monitoreo constante 

de los niveles de glucosa además de la información y uso adecuado de los análogos de 

insulina, incluido el ajuste de dosis de acuerdo al consumo de carbohidratos y del 

ejercicio. En la actualidad han surgido nuevos tratamientos de mayor eficacia para el 

control adecuado de la glucemia, como las bombas de infusión de insulina, sensores 

continuos de glucosa e incluso el transplante de células pancreáticas o el páncreas 

completo. Para conocer más detalles de estos tratamientos ver el inciso 5 y la Tabla 2 de 

la revisión Languren G, Montiel T, Julio-Amilpas A, Massieu L. Neuronal damage 

and cognitive impairment associated with hypoglycemia: An integrated view. 

Neurochemistry International 63 (2013) 331-34 incluida al final de la introducción de 

esta tesis. 

Uno de los tratamientos mas recientes es el uso del sistema MiniMid 640 G-Smart 

Guard (640-SG), que consiste en infusión subcutánea continua de insulina con sensor de 

monitorización continua de glucosa intersticial implementado con la suspensión 

automática de acuerdo a la predicción de hipoglucemia. En un estudio reciente, 
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Villafuerte Quispe et al. (2017) mostraron la eficacia de este sistema para reducir el 

riesgo de episodios de hipoglucemia en pacientes pediátricos con DMT1.  

Este tratamiento ha demostrado en estudios previos, un decremento en el número de 

episodios de hipoglucemia sin producir alteraciones en el control metabólico  y  sin 

aumentar la tasa de hiperglucemia (Choudhary et al., 2016). Estos datos sugieren que 

este sistema de infusión continua de glucosa es un tratamiento óptimo para disminuir la 

frecuencia de episodios de hipoglucemia y mejorar la calidad de vida de los pacientes 

con DMT1.  

 

 

III.Planteamiento del problema  

La DMT1 es una enfermedad de larga duración que comienza en edades tempranas, 

afectando principalmente a niños y adolescentes. A la fecha, el principal tratamiento 

para el control de la glucemia en pacientes con DMT1 es  la administración de insulina, 

lo que trae como consecuencia la presencia de HR en la mayoría de los pacientes, 

poniéndolos en riesgo de presentar HS y pudiendo progresar al estado de coma. En 

estudios previos hemos desarrollado un modelo en el que la inducción de un periodo de 

coma hipoglucémico de corta duración (5-10 min) por la administración de insulina, 

induce estrés oxidante y muerte neuronal discreta principalmente en la corteza parietal y 

el estriado, pero no en el hipocampo.  De aquí que en el presente estudio pretendemos 

conocer si la HR previa a un periodo de coma hipoglucémico de corta duración, puede 

exacerbar el daño neuronal en la corteza y el estriado e incluso producir muerte en el 

hipocampo, conduciendo al déficit cognitivo. Los resultados que corresponden a esta 

pregunta se describen en la Sección 1 de los resultados. Por otra parte, nos interesó 

investigar si la HR puede exacerbar el daño neuronal inducido por la HS, cuando ésta 

no progresa al estado de coma. Los resultados se presentan en la Sección 2 de la tesis. 

En su conjunto, los resultados de este estudio nos ayudarán a estimar los efectos de una 

historia de hipoglucemia moderada repetida sobre el daño inducido por la hipoglucemia 

severa. 
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IV. OBJETIVOS 

 

Objetivo General  

 Evaluar la presencia  del estrés oxidante, muerte neuronal y déficit cognitivo en 

un modelo experimental in vivo de HR seguido de un episodio de HS en 

presencia ó ausencia de coma hipoglucémico.  

 

Objetivos particulares: 

 

Sección 1 

Evaluar si la HR seguida de un episodio de coma hipoglucémico (HS) exacerba: 

 

 La presencia de estrés oxidante  
 

 El daño oxidativo a proteínas  

 

 La muerte neuronal  

 

 El déficit cognitivo en tareas de memoria dependientes de hipocampo 

 
 

Sección 2 

 
Evaluar si la HR seguida de un episodio de HS en ausencia de coma (HSNC) exacerba: 

 El estrés oxidante  

 La muerte neuronal 

 
 

V. HIPÓTESIS 

La HR exacerbará el daño oxidativo y la muerte neuronal inducida por la HS o coma 

hipoglucémico  conduciendo al déficit cognitivo. 
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VI. DISEÑO EXPERIMENTAL  

Sección 1 

1. Animales  

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de entre 250-300 g. Los animales fueron 

obtenidos del bioterio del Instituto de Fisiología Celular de la  UNAM y fueron alojados 

en cajas estándar de acrílico, con alimento y agua ad libitum, con un ciclo de luz-

oscuridad de 12 h y temperatura (22-23°C) controlada. Los protocolos conductuales 

fueron realizados durante la fase de luz.  

2. Inducción de la  hipoglucemia moderada recurrente (HR) 

 
 Se indujo hipoglucemia moderada recurrente (HR) (n = 7) en animales no anestesiados 

sin ayunar que recibieron una inyección intraperitoneal (ip) diaria de 6.5 unidades de 

insulina (UI, Humulin 70/30, Eli Lilly, Indianápolis, E.U.) durante 7 días consecutivos, 

mientras que los animales del grupo control se inyectaron con una solución vehículo  

compuesta de 10 % de ácido acético y 90 % de agua vía i.p. La glucosa en sangre se 

midió a partir de la vena de la cola usando el medidor One Touch Ultra, cada 60 min 

después de la administración de insulina, y se mantuvo en un rango de  40-55 mg/ dl 

durante 2,5-3 h.   Los animales recuperaron la euglucemia después del suministro de 

alimento y sin su administración de glucosa exógena. Veinticuatro horas después del 

último episodio de hipoglucemia, los animales fueron eutanizados  bajo anestesia y los 

cerebros preparados para histología. Se utilizaron grupos independientes para la 

evaluación de las pruebas conductuales (Ver Figura 4).  

 

 

3. Inducción de coma hipoglucémico  

 

Una semana previa a la inducción de la hipoglucemia, los animales fueron implantados 

con electrodos epidurales bajo anestesia con isofluorano al 3% para monitorear la 

actividad eléctrica cerebral a través de un registro electroencefalográfico (EEG) de dos 

canales (hemisferios derecho e izquierdo). Los grupos experimentales fueron los 

siguientes: 
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1) Hipoglucemia severa (HS) (n = 7): los animales recibieron una inyección ip de 32 

UI (Humulin 70/30, Eli Lilly, Indianapolis, E.U) y después de 2-3 h de HS (niveles de 

glucosa < 1.0 mM o 18 mg/dl) presentaron la pérdida de reflejo de enderezamiento y se 

permitió que la hipoglucemia progresara hasta la isoelectricidad (coma) durante 7-10 

minutos, confirmada por la ausencia de actividad eléctrica cerebral monitoreada en el 

EEG. Los animales fueron rescatados inmediatamente después con la administración de 

un bolo  i.p. de glucosa  al 25%, seguido de una perfusión intravenosa continua de 

glucosa al 25% en Buffer Krebs-Henseleit a una velocidad de 1.5 ml / h durante 3 h a 

través de la vena de la cola utilizando una bomba de perfusión (Harvard Apparatus 22, 

South Natik , MA, EE.UU.)  

 

2) Hipoglucemia moderada recurrente seguida de coma hipoglucémico (HR/ HS) 

(n = 7): Los animales se trataron con HR en niveles moderados durante 7 días y 24 h 

después del último episodio se indujo la HS y se dejó progresar al coma durante  7-10 

min y los animales fueron rescatados como se describió previamente. Todos los 

protocolos experimentales se describen en la Figura 4.  

 

3) HR/HS/NAC. Los animales tuvieron el mismo protocolo del grupo HR/HS 

previamente descrito, excepto que recibieron una administración subcutánea diaria de 

100 mg/kg de N-Acetil Cisteína (NAC). (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA). La dosis 

de NAC utilizada fue elegida en base a una curva dosis-respuesta y fue  disuelta en agua 

destilada 1 h después de que se inició la reperfusion de glucosa; posteriormente se 

realizaron 4 administraciones consecutivas (5 administraciones en total).  

 

Se utilizaron grupos independientes para las pruebas de comportamiento. Los animales 

que presentaron convulsiones  fueron excluidos del estudio. 

 

 

Sección 2 

Inducción de hipoglucemia sin coma (HSNC) 

Se utilizaron dos grupos  independientes de animales para ser evaluados 24 h después 

de la administración de insulina sin llegar a presentar coma.  
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1) Hipoglucemia severa sin coma (HSNC). Los animales fueron  implantados con 

electrodos epidurales. Se inició el registro del EEG 20 minutos antes de la 

administración i.p. de 32 unidades de insulina para disminuir los niveles sanguíneos de 

glucosa a 20 mg/dl por 3 h sin llegar al coma hipoglucémico. Cuando los animales 

presentaron la pérdida del reflejo de enderezamiento (RR), que antecede el estado de 

coma, se les administró inmediatamente un bolo de glucosa al 25 % y 10 min después 

se inició la reperfusión de glucosa al 25 %  (1.5 ml/h) por la vena de la cola. 

 2) Hipoglucemia moderada recurrente seguida de hipoglucemia severa sin coma 

(HR/HSNC). Los animales recibieron una inyección intraperitoneal de 6.5 Unidades de 

insulina, para disminuir los niveles sanguíneos de glucosa a 30-55 mg/dl durante 3 h 

durante 7 días consecutivos. Al siguiente día, se indujo el protocolo de HS previamente 

descrito sin llegar al coma hipoglucémico.  

Al finalizar la reperfusión de glucosa en ambos grupos, los animales fueron alojados en 

su caja hogar con agua y alimento y se sacrificaron 24 h después del inicio del ensayo 

experimental.  

 

4. Análisis Histológico: Evaluación de muerte neuronal   

 

Veinticuatro h después de todos los tratamientos experimentales los animales fueron 

anestesiados, eutanizados utilizando una sobredosis de pentobarbital sódico y se 

perfundieron intracardiacamente con una solución salina al 0.9% seguida de 

paraformaldehído al 4%. Se extrajeron los cerebros y se transfirieron a un gradiente de 

sacarosa del 20-30% (24 y 72 h, respectivamente) y se obtuvieron cortes coronales de 

25 μm.  

 

4.1 Tinción  con Fluoro Jade B y Nissl 

 

La muerte neuronal se evaluó 24 h,  5 días y 15 días después de los diferentes protocolos 

experimentales utilizando Fluoro Jade B (FJB), un marcador fluorescente de alta afinidad 

para la identificación de neuronas dañadas, como se describió previamente (Julio- Amilpas 

et al., 2015). Las secciones se visualizaron bajo un microscopio de fluorescencia Leica 

DM1000 usando un filtro FITC (395-590 nm). El número total de células FJB-positivas 

presentes en la corteza parietal y el estriado se cuantificó en 18 cortes coronales de 25 µm 
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(de 3.20 a -4.20 de bregma). Se utilizaron 4 secciones para la cuantificación de daño en el 

hipocampo utilizando el programa Image J. En este caso las células se contaron en un área 

de 200 mm2 de las distintas regiones del hipocampo (CA1, CA3, GD e hilus). Los datos se 

expresaron como el número total de neuronas en degeneración en estas 4 secciones. El 

daño celular fue confirmado por la presencia de células picnóticas después de la tinción de 

Nissl en las secciones adyacentes. Las secciones se examinaron utilizando un  microscopio  

de epifluorescencia Nikon H55OS. 

 

4.2 Tinción de Túnel 

  

Para la determinación de TUNEL, se utilizó el kit de detección de  muerte celular Roche  

In situ (POD, Roche Applied Science, EE.UU.). Brevemente, las secciones adyacentes a 

las teñidas con FJB y Nissl se bloquearon con peróxido al 3% en metanol durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Las láminas se incubaron en una mezcla que contenía 

citrato de sodio 0.1% / triton al 0.1% durante 10 minutos seguido de una mezcla de 

reacción TUNEL (5 μl de enzima TdT, 5 μl de Biotin-dUTP, 90 μl de tampón TdT) 

durante 90 minutos a 37ºC. Las láminas se lavaron y se contratiñeron con Hoechst 

durante 10 minutos a temperatura ambiente para facilitar la identificación de células 

positivas a TUNEL. Las muestras fueron analizadas bajo microscopio de fluorescencia 

utilizando   una excitación con longitud de onda de un rango de 450- 500 nm y 

detección en un rango de 515- 565 nm (verde). 

 

5. Determinación de marcadores de daño oxidativo 

5.1 Inmunohistoquímica para 4-2-Hidroxinonenal y 3-Nitrotirosinas  

 

Veinticuatro horas después de los tratamientos se detectó la modificación de las 

proteína oxidadas  utilizando el anticuerpo policlonal para 4-2-hidroxi-2-nonenal (4-

HNE) (Alpha Diagnostic International, San Antonio, Texas, EE.UU.) y monoclonal 

anti-3-nitrotirosinas (NT) Cayman Company, Ann Arbor Michigan, EE.UU.). Los 

cortes coronales de 25 μm se incubaron con anticuerpos anti-4-HNE o 3-NT (dilución 1: 

200) durante 72 h a 4 ºC y con los anticuerpos secundarios DyLight 594 o DyLight 488 

(Jackson ImmunoResearch Lab., Pennsylvania, EE.UU., dilución 1: 250), durante 2 h a 
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temperatura ambiente. Se examinaron tres secciones por animal y se obtuvieron 

imágenes representativas mediante microscopía confocal (Leica TCS SP5). 

 

5.2 Lipoperoxidación de lípidos (LPO) 

Se evaluó la producción de  sustancias reativas al  ácido tiobarbitúrico (“TBARS”, por 

sus siglas en inglés), las cuales son productos derivados de la peroxidación de lípidos. 

El análisis de TBARS fue basado en el método de Gluck et al., 2000. Brevemente, a l 

concluir el tratamiento, los animales fueron sacrificados  y se disectaron  la corteza 

frontal, la corteza parietal, el hipocampo y el estriado. Los tejidos fueron 

homogenizados  en una solución que consistió de 0.5 ml  con 1.15 % de  KCl 0.04 mM  

e incubados a 37° C durante 15 min. Después se añadió ácido tricloroacético al 20 %   y 

las muestras fueron centrifugadas a 14, 000 g durante 10 min. Se obtuvieron  los 

sobrenadantes y se añadió un volumen equivalente  de  ácido tiobarbitúrico (75 %) y  

las muestras fueron  incubadas durante 20 min a 50 °C. Los niveles de TBARS fueron 

calculados  utilizando una curva estándar de Malondialdehído (MDA). La concentración 

de proteína se calculó con el método de Lowry, utilizando albumina como estándar. Los 

datos fueron expresados como nmoles de MDA/mg de proteína.  

 

5.3 Determinación de GSH 

Una vez terminado el tratamiento, los animales fueron sacrificados  y se disectaron  las 

cortezas frontal y parietal, el hipocampo y el estriado. Los tejidos fueron  extraídos y 

homogenizados en un buffer  de HCL 40 mM, tricloroacético al 10% y ácido diatil 

triamino penta acético (DTPA) 5mM. Se puso un volumen equivalente del buffer 

descrito previamente más ácido ascórbico 20 mM. Posteriormente las muestras fueron 

centrifugadas rápidamente a 20,000 rpm durante 20 minutos. Para la determinación de 

GSH, se añadieron 5% de ácido tricloroacético, N-etilmaleimida 7.5 mM (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Alemania) y 100 μl de o-Ftalaldehido (OPT) (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Alemania), utilizado como agente derivatizante para reaccionar con GSH.  
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Después de mezclar las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. 

La fluorescencia se leyó a 365 nm de excitación y 430 nm de emisión. Las 

concentraciones de GSH se calcularon como nmol / mg de tejido basado en una curva 

estándar. Las concentraciones de GSH se expresan como nmol de GSH / mg de tejido. 

 

6. Determinación de los niveles de glucógeno  

La corteza parietal, el hipocampo y el estriado fueron disectados e inmediatamente 

homogenizados en NaOH 100 mM frío y las muestras fueron procesadas como se 

describe en  Sánchez-Chávez et al., (2008), 24 h después de los tratamientos (n = 3-7). 

Los homogenizados se calentaron a 80 ° C para destruir la glucosa endógena y la 

glucosa-6-fosfato. Se añadió etanol fresco (70% (v / v)) para precipitar glucógeno, 

liofilizado y el sedimento fue resuspendido en acetato de sodio 50 mM. Se añadió 

amiloglucosidasa (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) para hidrolizar el glucógeno y 

la concentración de glucosa resultante se calculó usando una curva estándar. Los niveles 

de glucógeno se  expresaron como nmol de residuos glucosilados/ mg de proteína. 

 

 

7. Pruebas conductuales  

 

7.1 Memoria Espacial (Laberinto acuático de Morris) 

 

Cuarenta y ocho horas después de los tratamientos, los animales (n = 7 por grupo) 

fueron entrenados durante 5 días (5 ensayos por día) en una piscina circular dividida en 

4 cuadrantes donde una plataforma estaba oculta  1 cm por debajo del agua a 

temperatura constante como se describe en Delint-Ramírez et al. (2008).  Veinticuatro 

horas después del último día de entrenamiento (7 días y 15 días después de los 

tratamientos) se realizó la prueba de memoria. Se retiró la plataforma y se permitió a los 

animales nadar durante 60 s.  

Para obtener las medidas de latencia para localizar la plataforma, el número de cruces y  

el tiempo de  estancia en el cuadrante blanco, se utilizó el software Ethovision. 
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7.2 Memoria contextual (Condicionamiento al miedo) 

Cuarenta y ocho horas después de los tratamientos  grupos diferentes de animales (n = 7 

por grupo) fueron evaluados en la prueba de condicionamiento al miedo. Se utilizaron 

cuatro cámaras de condicionamiento estándar (Coulbourn Instruments) situadas dentro 

de cubículos de atenuación acústica (Med Associates) en una sala de prueba aislada. El 

piso de las cámaras consistía en barras de acero inoxidable que liberaban un choque 

eléctrico. Entre cada uno de los ensayos, las rejillas de choque y las bandejas de piso se 

limpiaron con jabón y agua, y las paredes se limpiaron con toallas de papel húmedas 

como se describe en Sotres-Bayon et al. (2012).  El día 1, los animales fueron 

habituados durante 5 minutos a la cámara de condicionamiento, enseguida inició la fase 

de adquisición o condicionamiento, que consistió en la liberación de cinco choques con 

una intensidad de 0.8 mA y una duración de 2 s. Hubo un intervalo de tiempo promedio 

de 2 min entre cada choque. 24 h después los animales fueron evaluados en la prueba  

de condicionamiento al miedo durante 10 minutos. La conducta se monitoreó con 

cámaras de video digitales. El porcentaje de “freezing” (congelamiento) fue utilizado 

como medida de miedo condicionado. El “freezing” se definió como la ausencia de todo 

movimiento,  excepto para aquellos relacionados con la respiración. 

 

7.3 Actividad locomotora y ansiedad (Prueba de Campo Abierto) 

 

Al finalizar la prueba de condicionamiento al miedo, los animales fueron colocados en 

el centro de una arena abierta de madera (90 cm de largo x 90 cm de ancho x 60 cm de 

altura) con un piso texturizado iluminado por 22 lux de intensidad.Una cuadrícula 

dibujada en el suelo con  extensión de área  (30x 30 cm) dividió la arena en  una región 

central de 30 x 30 cm y un área periférica de 60 x 60 cm. La conducta  se monitoreó 

durante 10 minutos con una cámara de video digital y se analizó con un software de 

video (ANY-maze). La distancia total recorrida (cm) se considera como un  indicador 

de la actividad locomotora y el número de entradas al centro del campo abierto como 

índice de ansiedad.  
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8. Análisis Estadístico 

 

Todos los datos fueron expresados como media ± error estándar y se analizaron por un 

ANOVA de una vía seguida de una prueba  post hoc de Fisher, excepto para la 

comparación del daño neuronal entre los grupos tratados con y sin NAC, los cuales 

fueron evaluados con una Prueba T de Student.  

La prueba de condicionamiento al miedo se analizó con un ANOVA de una vía seguido 

de una prueba post hoc de Tukey.  La curva de aprendizaje de la  prueba de memoria 

espacial se analizó con un ANOVA de medidas repetidas, mientras que el número de 

cruces fue analizado  mediante la prueba No paramétrica de Kruskal-Wallis. Niveles de 

p<0.05 y p<0.0001 fueron considerados como significativamente diferentes.  
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Diseño Experimental Sección  1 

 

 

Figura 4. Diseño Experimental. Una semana previa a la inducción de hipoglucemia, los animales fueron  

implantados con electrodos epidurales bajo 2.5-3.0% de isofluorano para llevar a cabo el registro 

electroencefalográfico (EEG) de 2 canales (hemisferios izquierdo y derecho). A) Hipoglucemia Moderada 

Recurrente (HR). Los animales fueron inyectados con 6.5 unidades de insulina (UI) durante 7 d ías 

consecutivos y los niveles de  glucosa sanguínea se mantuvieron en un rango de  40-55 mg/dl durante 2.5-

3.0 h. B) Hipoglucemia Severa (HS). Los animales fueron inyectados con 32 UI y después de 2-3 h  

fueron expuestos al coma hipoglucémico y luego rescatados con infusión de glucosa (SH). C) 

Hipoglucemia moderada recurrente/Hipoglucemia severa (HR / HS). A los animales se les inyectó 6.5 UI 

durante 7 días y 24 h después se les administró 32 UI. Después de 2.5 -3.0 h los animales fueron  

expuestos al coma y rescatados con glucosa. 24 h después se extrajeron los cerebros para análisis 

bioquímicos o histológicos. Se utilizaron grupos independientes para la evaluación de pruebas 

conductuales. Un grupo independiente de animales fue tratado  con N-Acetil Cisteína (NAC) después del 

coma, 5 administraciones diarias i.p  (100 mg/kg). Los cerebros fueron disectados 24 h después de los 

tratamientos y se utilizaron para análisis histológicos o bioquímicos o los animales fueron utilizados en 

las pruebas conductuales.    
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Diseño Experimental Sección 2  

 

Los protocolos experimentales de la Sección 2 fueron exactamente iguales que los que 

se utilizaron en la Sección 1, excepto que los animales no se dejaron progresar al coma 

y al tener la perdida de reflejo de enderezamiento se les administró un bolo de glucosa 

al 25%, seguido de una infusión continua de glucosa durante 3 h, como se muestra en 

los incisos  b y c  de la figura 2.  

 

VII. RESULTADOS  

 

Sección 1 

 

1. Concentraciones sanguíneas de glucosa y registro de la actividad eléctrica 

cerebral durante la hipoglucemia.  

No se encontraron diferencias significativas en la concentración media de glucosa basal 

(99.66 ± 1.20 mg / dl) entre los diferentes grupos experimentales. En los animales 

expuestos a HR, la glucosa disminuyó a 40 mg/dl  30 minutos después de la 

administración de insulina y se mantuvo entre 40-45 mg/dl durante las siguientes 3 h. 

La glucosa se recuperó después del suministro de alimento (Figura 5A). La 

concentración media diaria de glucosa en sangre alcanzada durante las 3 h del período 

de hipoglucemia moderada fue de 40 mg/dl (Figura 5B). En los animales expuestos a 

HS  y a HR/HS, la concentración de glucosa disminuyó rápidamente después de 30 min 

de la administración de la  insulina y permaneció en ≤ 20 mg/dl durante las próximos 

2.5-3.0 h hasta llegar a la  isoelectricidad. Los niveles de glucosa se recuperaron de 

manera parcial 1 h después de la reperfusión de glucosa y a las 24 h alcanzaron valores 

cercanos al control en todos los grupos experimentales (Figura 5A). Se registró la 

actividad eléctrica cerebral basal durante 30 minutos previos a la administración de 

insulina y no se observaron diferencias entre los grupos. Después de 2-3 horas se 

observaron los cambios característicos del EEG reportados en estudios previos (Julio-

Amilpas et al., 2015). Cuando los niveles de glucosa estaban cerca de 20 mg/dl, la 

actividad cerebral eléctrica se hizo más lenta y estuvo completamente ausente durante el 
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período de coma. La actividad cerebral normal se recuperó 1 h después de la reperfusión 

de glucosa (Figura 5C). 

 

 

Figura 5. Niveles de Glucosa sanguínea y 

registro de la actividad eléctrica cerebral  

(EEG) en los di ferentes grupos 

experimentales. A) Cambios en la g lucosa 

sanguínea en animales control y tratados con 

insulina antes y después de la administración 

de insulina y después de la infusión continua 

de glucosa B) Concentración media diaria de 

glucosa sanguínea después de la inducción de 

HR. C) Registro de EEG representativo que 

muestra los cambios en la actividad eléctrica 

cerebral después de la admin istración  de 

insulina y la infusión de glucosa de una rata 

expuesta al coma hipoglucémico. Datos 

expresados como media ± error estándar.  

 

2. La HR previa a la inducción del 

coma hipoglucémico exacerba la 

muerte neuronal  

Las Figuras 6 y 7 muestran el número 

de células en degeneración a las 24 h y 

16 días después de la inducción del 

coma en la corteza parietal y el 

estriado. No se observaron células de 

degeneración en animales de los 

grupos control e HR en ninguna de las 

regiones evaluadas (Fig. 6A y C y Fig. 7A). Veinticuatro h después de que los animales 

estuvieron expuestos al coma hipoglucémico (9.5 ± 0.54 min)  (HS), se observaron 

células FJB positivas en la corteza parietal y el estriado dorsolateral (Fig. 6A-D), 

mientras que en el hipocampo se observaron células FJB (+) únicamente en la cresta del  

giro dentado (GD) en el 50% de estos animales (Fig. 7 A, B, D). Los animales 

examinados 16 días después de la inducción del coma (8.0 ± 0,36 min) mostraron un 

número menor de células FJB positivas en la corteza parietal y el estriado (Fig. 6B, D), 
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mientras que en  las células de  la cresta del GD la degeneración ya no fue visible (Fig. 

7C). 

Los animales expuestos al coma (9.5 ± 0.20 min) y previamente tratados con HR (HR/ 

HS), mostraron un aumento significativo en el número de células en degeneración en la 

corteza parietal y el estriado en comparación con los tratados únicamente con HS, a las 

24 h. Este aumento también se observó cuando los animales fueron examinados 16 días 

después de la inducción de HR/HS (7.28 ± 0.42 min de coma) (Fig. 6B, D). Las 

micrografías representativas que muestran células positivas a FJB de animales 

expuestos a los diferentes tratamientos se muestran en la Fig. 6A y C. Del mismo modo, 

el hipocampo mostró una elevación dramática en el número de neuronas en 

degeneración, las cuales se observaron no sólo en la cresta del GD sino también en las 

láminas superior e inferior del GD, el hilus, CA1 y CA3 (Fig. 7A). Este aumento fue 

estadísticamente significativo con respecto al grupo de HS a las 24 h y 16 días en todas 

las regiones del hipocampo (Figura 7B, C). En las Fig. 7 A y D se muestran 

micrografías representativas que muestran neuronas degeneradas en los animales 

expuestos a los diferentes tratamientos. La presencia de células picnóticas se 

correlacionó con el marcaje de FJB en la corteza parietal, el estriado y el hipocampo  

(Figura 7D). La cuantificación  de células en degeneración marcadas con FJB en las 

distintas regiones del hipocampo correlacionó con el marcaje de Nissl en las mismas 

regiones (Fig 8).  

Del mismo modo, los núcleos positivos a TUNEL se observaron en la corteza parietal, 

el estriado (Figura 9) y el hipocampo (Fig. 10 A) de los animales del grupo HR/ HS, 

1mientras que en los animales expuestos únicamente al coma, los núcleos  positivos a 

TUNEL  se observaron sólo en la cresta del  GD (Fig. 10B).  

 En los grupos control y HR, no se observaron núcleos TUNEL posit ivos en ninguna 

región (Figura 9). En conjunto, estas observaciones indican que la HR aumenta la 

vulnerabilidad a la muerte neuronal en la corteza parietal, el estriado y principalmente 

en el hipocampo de los animales expuestos a un periodo subsecuente corto de coma. 
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Figura 6. La muerte neuronal inducida por el coma hipoglucémico en la corteza parietal y el  

estriado es exacerbada por la HR previa. La muerte neuronal se evaluó 24 h y 16 días después de los 

tratamientos y se cuantificó  el número de célu las FJB-positivas. Micrografías representativas  del grupo 

de 24 h muestran que en los animales del grupo  control e HR no hubo células FJB (+). En el grupo de HS 

se observa un incremento en el número de células FJB (+) con respecto al control en la corteza parietal 

(A) y  el estriado (C). La muerte celular se exacerbó en an imales expuestos a HR/HS  a las 24 h  y 16 d ías 

después de los tratamientos. Los datos se expresan como media ± error estándar  de 7 an imales por grupo. 

* P <0.0001 con respecto al control y HR, # p <0.0001 con respecto al grupo de HS. 
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Figura 7. La muerte neuronal inducida por el coma hipoglucémico en el hipocampo es exacerbada 

por la HR previa. La muerte neuronal se evaluó 24 h o 16 d ías después de los diferentes tratamientos en 

secciones cerebrales teñidas con Nissl o FJB. A) Micrografías representativas del grupo de 24 h,  

muestran células degeneradas sólo en la cresta del GD de an imales expuestos a HS y en todas las regiones 

hipocampales en animales del grupo HR/HS. B-C) Datos cuantitativos que muestran la muerte neuronal 

exacerbada en animales expuestos a HR/HS a las 24 h  o 16 días. D) Micrografías representativas 

muestran células FJB-positivas y picnóticas en las diferentes subregiones del hipocampo de ratas 

expuestas a los diferentes tratamientos. Los datos se expresan como media ± SEM de  7 an imales por 

grupo. * P <0.0001 con respecto al control y HR, # p <0.0001 con respecto a al grupo de HS. 
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Figura 8. La muerte neuronal inducida por el coma hipoglucémico en el hipocampo es exacerbada 

por la HR previa. Se evaluó la muerte neuronal 24 h después de la inducción de los tratamientos 

experimentales en cortes coronales teñidos con Nissl. Se cuantificó el número de células picnóticas en el 

GD, Hilus, CA1 y CA3 del h ipocampo. Se observa un aumento significativo en el número de célu las 

picnóticas en el grupo de HR/HS con respecto al grupo de HS. Los datos son expresados como Media ± 

error estándar. *p<0.0001 con respecto al control; #p<0.001  con respecto al grupo de HS.  
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Figura 9. Células positivas a TUNEL en la corteza y el estriado.  Se observaron células positivas a  

TUNEL en la corteza parietal y el estriado de animales expuestos a HR/HS. No se observaron células 

TUNEL (+) en la corteza o el estriado de animales de los grupos  control o HR. 

 

 

 

 

Figura 10. La HR 

aumenta el número de 

células positivas a 

TUNEL en ratas  

expuestas al coma 

hipoglucémico. Se 

examinó la  presencia de 

células positivas a 

TUNEL utilizando 

Hoechst como contra-

tinción. A) Micrografías  

representativas que 

muestran células  

positivas a  TUNEL en  

CA1 y GD de animales   

tratados con HR/HS B) 

En animales  expuestos  

únicamente a  HS se 

detectaron células 

positivas a TUNEL 

únicamente en la cresta 

del GD. 
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3. La HR previa a la inducción del coma hipoglucémico exacerba el deterioro 

cognitivo inducido por el coma hipoglucémico 

 

De acuerdo con los resultados previamente descritos, la HR aumentó notablemente la 

muerte neuronal inducida por el coma hipoglucémico en el hipocampo. Por lo tanto, 

evaluamos el funcionamiento cognitivo en los animales expuestos a HR/HS  mediante 

dos pruebas de memoria dependientes del hipocampo. La Figura 11A muestra que 

durante los 5 días de entrenamiento en el laberinto acuático de Morris, la latencia para 

localizar la plataforma disminuyó de manera similar en todos los grupos experimentales 

indicando que no hay diferencia en la adquisición del aprendizaje. Siete días después de 

la inducción del  coma, los grupos  HS y HR/HS  mostraron una disminución 

significativa en el número de cruces con respecto al grupo control, mientras que los 

animales expuestos únicamente a HR no mostraron una disminución significativa 

(Figura 11B). La figura 11C muestra que 15 días después de la inducción de coma, 

únicamente el grupo de HR/HS tuvo un decremento estadísticamente significativo  en el 

número de cruces con respecto al grupo control, lo que sugiere que  la HR previa al  

coma  produce un deterioro en la memoria, el cual permanece por un tiempo prolongado 

después de la inducción del coma cuando los animales fueron evaluados en estado 

euglucémico, lo cual  sugiere un cambio a largo plazo en la memoria espacial (Figura 

11C). 

La figura 11D muestra el comportamiento de los animales en el condicionamiento al 

miedo. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas durante la 

adquisición del miedo contextual (día 1), ya que se observó un porcentaje similar de 

“freezing” en todos los grupos experimentales. En la prueba de memoria (día 2), sólo el 

grupo de HR/HS mostró una disminución significativa en el porcentaje de “freezing” 

con respecto al grupo control y  al grupo de HR (Figura 11D panel derecho). No se 

encontraron cambios en la actividad locomotora ni en la ansiedad en ninguno de los 

grupos (Fig. 11E-F). Estos datos concuerdan con la prueba de memoria espacial y 

sugieren que la HR previa al coma hipoglucémico exacerba el deterioro cognitivo, 

especialmente en la consolidación de la memoria, ya que en ambas pruebas los animales 
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no mostraron déficits en la fase de adquisición y únicamente cuando fueron evaluados 

en la fase de consolidación mostraron un deterioro importante, el cual se correlaciona 

con la presencia de neuronas en degeneración en el hipocampo. 

En los animales sometidos a la HR/HS se observó una disminución importante en los 

niveles de GSH (Ver más adelante),  por lo que se decidió conocer si la administración 

del antioxidante NAC podría reducir la muerte neuronal y el declinamiento cognitivo. 

De acuerdo a los resultados, en los animales que recibieron este tratamiento,  se previno 

completamente el déficit cognitivo en la prueba de memoria contextual 

(condicionamiento al miedo) (Fig 11D) y este efecto  correlacionó con una disminución 

significativa en el número de células dañadas en la región CA1 y del GD del hipocampo 

(Fig 11 G-H). Como se muestra en la Figura 11 G y H, el tratamiento con NAC redujo 

significativamente el número de células picnóticas y de células positivas a FJB en el GD 

y CA1, además de la región CA3 e hilus (Datos no mostrados). Finalmente, estos datos 

sugieren que la defensa antioxidante tiene un papel esencial en el aumento de la 

vulnerabilidad a la muerte neuronal, el  daño oxidativo y el deterioro cognitivo en los 

animales que presentan HR/HS.  
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Figura 11. La HR agrava el deterioro cognitivo inducido por el coma hipoglucémico. La prueba de 

memoria espacial (laberinto de agua) se realizó 7 y 15 d ías después de los tratamientos. A) Curva de 

aprendizaje de los animales expuestos a los diferentes tratamientos. B) Al d ía 7, los animales tratados con 

HS y HR/HS muestran una disminución en el número de cruces. C) A los 15 días, sólo los anima les del 

grupo HR/HS muestran una disminución significativa en el número de cruces. Los datos se expresan 

como media ± error estándar de 7 animales por grupo * p <0.01 con respecto al grupo control, # p <0.05 

con respecto al grupo de HS. La prueba de condicionamiento al miedo se realizó 48 h después de los 

tratamientos. D) Fase de adquisición del condicionamiento al  miedo (d ía 1). El grupo HR/HS mostró una 

disminución significativa en el porcentaje de “freezing” en relación con los grupos control e HR durante 

la prueba de evocación (día 2) *p <0.0001 con respecto al control y  HR. E) No se observaron cambios 

significativos entre los grupos en la act ividad locomotora y  F) ansiedad. G) Muestra el número  de célu las 

dañadas (células positivas a FJB y células picnóticas teñidas con Nissl) en el GD y CA1 de los animales 

tratados con HR/HS y con NAC, 24 h después de la prueba de condicionamien to al miedo. Los datos se 

expresan como media ± error estándar de 4-6 animales por grupo.  & P< 0.002 con respecto al grupo de 

HR/HS.H) Imágenes representativas del efecto protector inducido por la administración de NAC. 
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4. La HR previa al coma hipoglucémico induce daño oxidativo a lípidos y proteínas 

y una disminución en la defensa antioxidante 

El estrés oxidativo ha sido implicado en la muerte neuronal inducida por el coma 

hipoglucémico (Suh et al., 2007; Suh et al., 2008; Haces et al., 2010; Julio-Amilpas et 

al., 2015). Por lo tanto, evaluamos los niveles de GSH y de lipoperoxidación y la 

presencia de 4-HNE y 3-NT en residuos de proteínas. La figura 12 muestra la presencia 

de células positivas a 4-HNE en la corteza parietal, el estriado y todas las subregiones 

del hipocampo de los animales expuestos HR/HS, mientras que en los grupos control, 

HR e HS, la inmunorreactividad a  4-HNE no se observó (Fig. 12). Como se muestra en 

la Figura  13, se observaron células positivas a 3-NT principalmente en la corteza 

parietal,  el GD y el hilus de los animales expuestos a HR/HS. En los grupos control y  

HR, la inmunoreactividad a 3-NT no se observó, mientras que en el grupo HS 

únicamente se observaron algunas células positivas a 3-NT en algunos animales (Figura 

13). Estos  resultados sugieren que la HR facilita el daño oxidativo a las proteínas en 

animales expuestos a un período corto de coma, subsecuente a la HR. Estos cambios se 

correlacionan con la presencia de muerte celular. 

Posteriormente se evaluó si una disminución de los niveles de glutatión reducido 

(GSH), la mayor defensa antioxidante en el cerebro, está implicada en el daño o xidativo 

observado en los  animales tratados con HR/HS. Como se muestra en la Figura  14, la 

HR  produjo  una disminución parcial (de 27-32%) pero significativa en los niveles de  

GSH en todas las regiones cerebrales evaluadas, mientras que los animales de l grupo 

HR/HS mostraron un decremento mayor (de 47-58%) en GSH en todas las áreas 

cerebrales, siendo éste cambio más drástico en el hipocampo (59%). Estos cambios en 

los niveles de GSH fueron observados después de 12 h de la inducción de hipoglucemia 

y fueron mantenidos en todas las regiones evaluadas hasta las 24 h. Estos resultados 

sugieren que una disminución en los niveles de GSH contribuye a aumentar los niveles 

de daño oxidativo en los animales que tuvieron HR/HS.  

De acuerdo a los resultados descritos previamente,  la disminución parcial en los niveles 

de GSH en los animales con HR, sugieren la presencia de estrés oxidante en esta 

condición, por lo que se determinaron los niveles de lipoperoxidación en este grupo, y 

se  observó  un aumento significativo en todas las regiones del cerebro estudiadas 
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(Figura 15).  Sin embargo, de acuerdo con los resultados de immunocitoquímica e 

histología, estos  cambios no son suficientes para producir daño oxidativo o muerte 

neuronal en esta condición experimental. 

 

 

 

Figura 12. Inmunoreactividad a 4-HNE en el cerebro de animales expuestos a los distintos 

tratamientos. Imágenes representativas de fluorescencia  que muestran la presencia de células positivas a 

4-HNE en A) Corteza parietal, B)  Estriado e C) Hipocampo de animales tratados con HR/HS. No se 

detectaron células positivas a 4-HNE en los grupos control, HR y HS. 

  

 

Figura 13. Inmunoreactividad a 3-NT en el 

cerebro de animales expuestos a los distintos 

tratamientos. Imágenes representativas de  

fluorescencia  que muestran la presencia de 

células positivas a 3 NT en la corteza parietal y 

el hipocampo de animales tratados con HR/HS. 

No se detectaron células positivas a 3-NT en  

los grupos control  HR y sólo algunas células en 

las ratas sometidas a la HS. 
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Figura 14. Cambios en los niveles de Glutatión (GS H) des pués de la inducción de HR y HR/HS. Los 

animales fueron expuestos a los diferentes tratamientos y 24 horas después se evaluaron los niveles de 

GSH en diferentes regiones del cerebro. Los animales expuestos a HR muestran una disminución parcial 

significativa en los niveles de  GSH con respecto a los animales del grupo control en todas las regiones 

cerebrales. La disminución de GSH se exacerba en el grupo  de HR/HS  (n = 3-7 animales por grupo) 

 

Figura 15. Niveles de Lipoperoxidación (LPO) en los animales tratados con HR. Veinticuatro horas 

después del tratamiento con HR, la LPO aumentó en la corteza parietal, el estriado y el hipocampo. Los 

datos se expresan como media ± error estándar  de 7-10 an imales por grupo. *  P <0.0001 en relación con 

el control. 
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5. La HR previa al coma hipoglucémico induce la supercompensación de los 

niveles de glucógeno cerebrales  

Finalmente, se investigó si el daño oxidativo y la exacerbación de la muerte neuronal en 

el grupo sometido a HR/HS podría deberse al agotamiento del glucógeno cerebral. 

Como se observa en la Figura  16, la concentración de glucógeno no mostró ningún 

cambio en los animales tratados con HR en comparación con el grupo control, mientras 

que en los animales expuestos a HR/HS éste aumentó significativamente relativo a los 

niveles control en todas las regiones cerebrales estudiadas a sugiriendo una 

supercompensación.  

 

Figura 16. Cambios en los niveles de glucógeno des pués de la inducción de HR y HR/HS.  Se 

observó un aumento significativo en  la concentración de g lucógeno en animales expuestos a HR/HS (n = 

3-7 animales por grupo). Los datos son expresados como media ± error estándar. * P <0,01 con respecto 

al control; # P <0,01 con respecto a HR. 
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Sección 2 

1. La hipoglucemia moderada recurrente previa a la inducción de la hipoglucemia 

severa en ausencia de coma reduce la muerte neuronal  

Los animales expuestos a la hipoglucemia severa sin coma, presentaron un número de 

células positivas a FJB en la corteza y el estriado mucho menor al observado en las ratas 

sometidas a coma, y no se observaron células dañadas en el hipocampo (Fig  6 y Fig 17 

A), tal y como ya se había reportado anteriormente (Julio-Amilpas et al. 2015). En 

contraste al grupo de ratas sometidas a la HR seguida de un episodio de coma, cuando la 

HR precede a un episodio de HS sin coma (HR/HSNC), se observó una disminución en 

el número de células en proceso de degeneración en la corteza parietal, mientras que en 

el estriado no se observaron células dañadas (Fig. 17 A). A diferencia de los resultados 

obtenidos en el modelo de coma hipoglucémico, éstos resultados sugieren que la HR 

previene el daño inducido por la HS cuando ésta no alanza el estado de coma. 

 

2. La hipoglucemia moderada recurrente previa a la inducción de la hipoglucemia 

severa en ausencia de coma no exacerba el estrés oxidante 

Los animales sometidos únicamente HS en ausencia de coma, no presentaron un 

aumento significativo en los niveles de LPO en ninguna de las regiones cerebrales 

estudiadas. En contraste, como ya se describió anteriormente los animales tratados 

únicamente con HR, sí presentaron un aumento significativo en la LPO con respecto al 

control en todas las regiones. Cuando la HR es seguida de un episodio de HS sin coma 

(HSNC), no se observó incremento en LPO ni en el estriado ni en el hipocampo y sólo 

se elevó en la corteza parietal a niveles similares a los observados en el grupo de HR 

(Fig. 17 B). Estos resultados indican que no hay mayor daño oxidativo a lípidos cuando 

la HR es seguida de un episodio de HS sin coma. 

Por otra parte, los animales sometidos a únicamente a la HS sin coma no presentaron 

una disminución significativa en los niveles de GSH en el hipocampo y el estriado 

observándose una disminución parcial significativa únicamente  en la corteza similar a  
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la observada en el grupo de HR. Como se describió antes los animales tratados con HR 

presentaron una disminución parcial en los niveles de GSH. El grupo tratado con 

HR/HSNC presentó una disminución de GSH similar a la encontrada en los animales 

tratados únicamente con HR en todas las regiones (Figura 17 C). Contrario a los 

resultados obtenidos en el modelo de coma hipoglucémico, estos resultados sugieren 

que la HR no exacerba el estrés oxidante inducido por un periodo de subsecuente de HS  

cuando no se alcanza el estado de coma. 

 

Figura 17 . La HR disminuye la muerte neuronal y no exacerba el estrés oxidante inducido por la 

HS  sin coma. A) La muerte neuronal se evaluó 24 h después de los tratamientos y se cuantificó  el 

número de células FJB-positivas. En el grupo de HS se observa un incremento en el número de célu las 

FJB (+) con respecto al grupo control en la corteza parietal y  el estriado. La muerte celular d isminuyó en 

animales expuestos a HR/HS  a las 24 h después de los tratamientos. No se observó presencia de muerte 

celular en el hipocampo después de la HR/HS sin coma. B-C) La HR previa  no causó un mayor aumento 

en los niveles de LPO n i una mayor d isminución de los niveles de GSH a los observados en los animales 

tratados únicamente con HR ó HS. Los datos se expresan como media ± error estándar  de 7 animales por 

grupo. * P <0,0001 con respecto al control y HR, # p <0,0001 con respecto al grupo de HS.  
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DISCUSIÓN 

          La Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1) es una enfermedad crónica prolongada 

frecuentemente diagnosticada durante la infancia que perdura hasta la edad adulta. En 

Europa se ha estimado una tasa de crecimiento anual de su incidencia de  3-4% en niños 

y adolescentes (Blasetti et al., 2011; Franchini et al., 2016). De acuerdo a un grupo de 

25 asociaciones civiles, entre las que se encuentra la Federación Internacional de 

Diabetes, la Sociedad Mexicana de Pediatría y la Sociedad Mexicana de Endocrinología 

pediátrica, en el año 2016 se calculó que en  México hay un estimado de 600 mil 

pacientes con DMT1, aunque no se tiene un registro  oficial  del número actual de 

pacientes que padecen de la enfermedad. 

 Los pacientes con DMT1 sometidos a un tratamiento estricto con insulina sufren 

episodios frecuentes de hipoglucemia moderada, en promedio 2 por semana, lo que 

aumenta el riesgo de sufrir de HS, pudiendo presentarse un episodio al año por paciente. 

La presencia de episodios de hipoglucemia se debe al fallo en la respuesta 

contrareguladora hormonal a la hipoglucemia y a la presencia de la hipoglucemia 

desapercibida (Beall et al., 2012; Martín-Timón et al., 2014). Aunque la hipoglucemia a 

niveles moderados no se ha considerado una amenaza potencial para los pacientes, sus 

consecuencias sobre la función cerebral, ya sea por sí misma o cuando es seguida por un 

episodio de HS, no se conocen del todo. En el presente estudio hemos abordado esta 

pregunta y nuestro hallazgo más importante es que la HR previa a la inducción de un 

periodo corto de coma, exacerba el daño oxidativo y la muerte neuronal, lo que conduce 

a un deterioro de la memoria. En estudios previos de nuestro laboratorio hemos 

observado que episodios cortos de coma de 5-10 min inducen la muerte neuronal 

principalmente en la corteza parietal, pero no en el hipocampo, excepto en la cresta del 

giro dentado (Julio-Amilpas et al., 2015; Haces et al., 2010). En el presente estudio se 

demostró que los animales expuestos a un periodo breve de coma, pero que fueron 

tratados previamente con HR, tuvieron un número mayor de células muertas ó dañadas 

en la corteza parietal y el estriado, pero notablemente más en el hipocampo, en donde 

las células en degeneración están presentes en todas las subregiones. Las neuronas en 

degeneración se observaron incluso 16 días después del coma y se correlacionaron con 
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la deficiencia en memoria espacial. El deterioro cognitivo fue confirmado por  el déficit 

en la ejecución de la prueba de miedo condicionado evaluada  5 días después del coma,  

y curiosamente observamos que en las pruebas de memoria espacial y contextual, 

principalmente la consolidación de la memoria se vio afectada. Cuando los animales se  

exponen únicamente a la HS, se observó una disminución transitoria de la memoria, lo 

cual concuerda con la ausencia de muerte neuronal a largo plazo en el hipocampo.  

 

En estos animales se observó que el número de células dañadas a las 24 h después del 

coma disminuye a los 16 días y eliminándose por completo en el giro dentado, lo que 

sugiere que la neurodegeneración es transitoria. Por lo tanto, aún falta evaluar si los 

animales del grupo de HS pueden presentar un deterioro en la prueba de miedo 

condicionado, lo cual podría ser ocasionado por una disfunción sináptica aun cuando no 

hay una  exacerbación de la muerte neuronal en las subregiones del hipocampo debido a 

que la duración del coma fue muy corta (7-10 min) y no indujo una exacerbación de la 

muerte neuronal. Además falta evaluar si el efecto en el grupo de HR/HS es mayor en 

comparación con el grupo de HS.  

Estudios previos han relacionado la presencia de estrés oxidativo con la muerte 

neuronal después de un coma hipoglucémico prolongado (Suh et al., 2008; Won et al., 

2012, Suh et al., 2007; Kho et al., 2016). Los resultados del presente estudio coinciden 

con la contribución del estrés oxidante a la muerte, ya que se observó la presencia de 

células inmunoreactivas a 4-HNE y a 3-NT en regiones cerebrales en donde también se 

observaron células en degeneración, en los animales tratados con HR y sometidos a un 

episodio subsecuente de coma. El 4-HNE se observó en todas las regiones estudiadas 

mientras que la inmunoreactividad contra 3-NT se observó principalmente en la corteza 

y el hipocampo. El 4-HNE y la 3-NT reaccionan con proteínas, modificándolas 

oxidativamente y alterando su funcionamiento, entre ellas enzimas de la defensa 

antioxidante como la superóxido dismutasa dependiente de manganeso, dando lugar a 

un círculo vicioso entre la producción de especies y la alteración de la defensa 

antioxidante  (Ullery et al., 2012; Radi et al., 2013). Una defensa antioxidante deficiente 

podría contribuir al estrés oxidante y la muerte neuronal exacerbada observada en este 

estudio, ya que todas las regiones cerebrales mostraron una reducción notable en el 
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contenido de GSH en los animales tratados con HR y coma hipoglucémico. Además, 

esta reducción fue significativamente mayor a la observada en los animales sometidos 

únicamente a la HR. El GSH es la principal defensa antioxidante en el sistema nervioso 

y su disminución se asocia con estrés oxidativo y daño celular (Dringen et al., 2000; 

Baxter & Hardingham, 2016), por lo en las presentes condiciones experimentales su 

disminución podría contribuir a la muerte neuronal. Esta hipótesis se comprobó al 

administrar NAC, el cual además de actuar como antioxidante restituye los niveles de 

GSH (Reyes et al., 2016). Estos resultados concuerdan con estudios rec ientes que 

demuestran que la restauración de GSH por la administración de NAC previene el daño 

inducido por la inducción de un coma hipoglucémico prolongado (Kho et al., 2016). 

Por otro lado, en el presente estudio se observó una disminución moderada de los 

niveles de GSH en los animales tratados únicamente con HR, lo cual correlacionó con 

un aumento de la LPO, pero no se observó daño oxidativo a proteínas (4-HNE y 3-NT) 

ni muerte neuronal o deterioro cognitivo. Estos resultados concuerdan con los de Rao y 

colaboradores, quienes observaron una disminución del contenido de GSH incluso 

después de un solo episodio de hipoglucemia moderada (Rao et al., 2014), y con varios 

estudios que han demostrado que la HR en animales sanos produce un aumento en la 

presencia de células positivas a 4-HNE y de los niveles de LPO, sin producir muerte 

neuronal significativa o deterioro cognitivo (Won et al., 2012; Yamada et al., 2004; 

McNeilly et al., 2016). Por otra parte, otra serie de estudios ha reportado que la HR en 

animales sanos puede incluso mejorar el rendimiento cognitivo debido a cambios 

sinápticos y adaptaciones metabólicas cerebrales (McNay et al., 2004; McNay et al., 

2006; Osborne et al., 2016; Canada et al., 2011). Sin embargo en el presente estudio no 

se observó una mejor ejecución en los animales tratados únicamente con HR, esto 

podría relacionarse con la ausencia de supercompensación de los niveles de glucógeno 

al menos a las 24 h, momento en el que fueron evaluados. Nuestros datos están en 

concordancia con los hallazgos de Herzog et al., (2008), ya que en su modelo de HR 

durante 3 días consecutivos no encontraron cambios en los niveles de glucógeno a las 6 

y 24 después del último episodio de hipoglucemia. No obstante, faltaría evaluar si 

ocurre la supercompensación en tiempos más tempranos o monitorear los cambios de 

glucógeno durante la fase de hipoglucemia, como en los experimentos de Choi et al., 

(2003), quienes demostraron el aumento en los niveles de glucógeno 6 h después del 
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evento hipoglucémico. Por otra parte, no podemos descartar que durante la HR en ratas 

adultas ocurran modificaciones sinápticas aún en la ausencia de la muerte neuronal,  

como ya lo reportó Yamada et al., 2004 en los animales neonatos. Aún faltaría 

investigar si en nuestro modelo de HR ocurren otras  adaptaciones metabólicas como el 

aumento de los GLUT´s, además de monitorear otros sistemas antioxidantes  que 

puedan contrarrestar la presencia de muerte y daño oxidativo.  

Diversos estudios han demostrado que el aumento del contenido de glucógeno 

(supercompensación de glucógeno) ocurre en el cerebro después de la inducción de la 

hipoglucemia aguda o de eventos repetidos de hipoglucemia (Canada et al., 2011; Öz et 

al., 2009; Khowaja et al., 2015). La supercompensación del glucógeno se ha propuesto 

como una respuesta metabólica compensatoria que contribuye a  prevenir el daño 

neuronal, así como un mecanismo implicado en el desarrollo del fallo autonómico 

hipoglucémico y la hipoglucemia desapercibida (Khowaja et al., 2015). Al igual que los 

hallazgos previos, nuestros datos muestran que la supercompensación de glucógeno se 

produjo en la corteza parietal, el estriado y el hipocampo de animales tratados con 

HR/HS a las 24 h después. Se conoce que dicha supercompensación se debe a un 

incremento en la captura de glucosa resultante de la reintroducción de glucosa después 

de la hipoglucemia, lo cual puede explicar por qué el tratamiento con HR sola no dio 

lugar a la supercompensación de glucógeno ya que los animales no recibieron glucosa 

sino que la euglucemia se restauró por la adición de alimento. No obstante, la 

supercompensación de glucógeno no fue suficiente para prevenir la muerte neuronal en 

el grupo de HR/HS, posiblemente debido a que la captura excesiva de glucosa, 

resultante de la sobre regulación de los transportadores de glucosa inducida por la 

hipoglucemia, puede promover el estrés oxidante (Uehara et al., 1997; Lee et al., 2000). 

La exacerbación de muerte neuronal hipoglucémica inducida por la HR, concuerda con 

investigaciones previas que demostraron que la exposición a la HR en ratas diabéticas 

exacerba la lesión cerebral inducida por un periodo corto de isquemia aguda. Este efecto 

se correlaciona con la producción de superóxido mitocondrial que implica estrés 

oxidativo (Dave et al., 2011). En concordancia, estudios recientes han demostrado que 

los efectos de la HR sobre el estrés oxidativo y la defensa antioxidante se exacerban en 

los animales diabéticos, lo que agrava  el deterioro cognitivo (Won et al., 2012; Cardoso 

et al., 2012; Mc Neilly et al., 2016; Choi et al., 2013). Además, la eliminación de Nrf2, 



62 

 

un importante factor de transcripción que regula la defensa antioxidante, exacerba el 

daño oxidativo a proteínas inducido por la HR  y el deterioro cognitivo en los animales 

control y diabéticos (Mc Neilly et al., 2016). En contraste, con estas observaciones, un 

estudio previo mostró que la HR durante 3 días previa a la hipoglucemia aguda, indujo 

un efecto de precondicionamiento, disminuyendo el número de neuronas degeneradas y 

previniendo el deterioro cognitivo en animales no diabéticos (Puente et al., 2010). En 

este estudio no quedó claro si los animales alcanzaron ó no el estado de coma, ya que no 

se mostraron registros electroencefalográficos, pero los animales si presentaron 

convulsiones las cuales posiblemente contribuyeron a la muerte neuronal. 

En estudios previos mostramos que la HS en ausencia de coma produce muerte neuronal 

muy limitada en la corteza parietal y el estriado, más no en el hipocampo (Julio-

Amilpas et al. 2015). Sin embargo, la presencia de estrés oxidante en esta condición se 

demostró por la presencia de proteínas positivas a 4-HNE y 3-NT (Haces et al 2010), así 

como por el incremento en el número de células productoras de ERO (positivas al 

fluoróforo sensible a la oxidación, dihidroetidio), incluso en el hipocampo en donde no 

se presenta muerte neuronal (Haces et al. 2010; Julio-Amilpas et al. 2015). En el 

presente estudio se encontró que los niveles de LPO en los animales con HS sin coma, 

se mantienen similares a los controles en todas las regiones cerebrales estudiadas. De 

manera similar, el contenido de GSH se mantiene cercano a los niveles control en el 

hipocampo y el estriado y disminuye parcialmente en la corteza, de manera similar a los 

animales tratados con HR. Estos datos sugieren que en ausencia de coma, el estrés 

oxidante no aumenta, ya que puede contrarrestarse evitando la muerte neuronal, debido 

a una eficiente defensa antioxidante ya que los niveles de GSH no se depletan. 

Considerando estos resultados fue de nuestro interés investigar si en el modelo de HS 

sin coma, la HR previa podría también exacerbar la muerte neuronal. Los resultados 

indican que en contraposición al modelo de coma, la HR no exacerba la muerte 

neuronal posiblemente debido a que los niveles de GSH se mantienen moderadamente 

reducidos. Incluso se observó un menor número de células dañadas sugiriendo un efecto 

de precondicionamiento. Dicho efecto podría estar relacionado con la inducción de 

respuestas cerebrales adaptativas como un aumento en la captura de glucosa y en la 

síntesis de glucógeno. Otras respuestas adaptativas también podrían contribuir a la 
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supervivencia celular, incluyendo otros sistemas de defensa antioxidante además del 

GSH, como el sistema de Tioredoxinas, GPx, GRx, SOD, catalasa y MnSOD.  

En resumen, los presentes resultados demuestran que la HR previa puede tener un 

efecto adverso sobre HS subsecuente en animales sanos, y sugiere que este efecto está 

mediado por la disminución en la defensa antioxidante y el daño oxidativo. Estas 

observaciones demuestran que la HR promueve que el cerebro y particularmente el 

hipocampo, sean más vulnerables al daño oxidativo y a la muerte neuronal inducidos 

por un episodio subsecuente de coma hipoglucémico, que finalmente conduce a 

disfunción cognitiva. De acuerdo a los resultados, cuando la HR antecede un episodio 

de HS que no progresa al estado de coma, no tiene efectos adversos sino por el contrario 

puede prevenir la neurodegeneración. Más investigaciones son necesarias para conocer 

si en ausencia de coma, la HR puede mejorar la función cognitiva. Por otra parte, 

dilucidar  los mecanismos por los que la HR puede ó no tener efectos adversos sobre la 

HS subsecuente nos ayudaría a prevenir sus consecuencias.  

Finalmente, las observaciones del presente estudio destacan la relevancia que puede 

tener la presencia de los episodios hipoglucémicos en pacientes con DMT1 y nos 

ayudan a estimar sus consecuencias sobre los efectos de  un episodio posterior de HS.  
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Perspectivas 

La presente investigación se realizó en individuos sanos con el fin de evitar la influencia 

de la patología diabética sobre el daño hipoglucémico, y fue un estudio realizado a corto 

plazo por lo que fue necesario extender el número de episodios de HR a 7 episodios 

consecutivos. Sin embargo, es importante investigar en animales diabéticos si la 

inducción de HR a una menor frecuencia, por ejemplo 2 episodios por semana, puede 

empeorar ó mejorar los efectos adversos de la HS.  

 

CONCLUSIONES 

Los hallazgos de este trabajo demuestran que la HR aumenta la vulnerabilidad  a la 

muerte neuronal inducida por la HS  acompañada de coma, este efecto está mediado por 

la disminución de  defensa antioxidante y el aumento del daño oxidativo, lo cual se 

relacionó con el déficit en la memoria. El mantenimiento de la defensa antioxidante es 

esencial para la regulación del daño oxidativo y la muerte neuronal inducida por la 

hipoglucemia en animales sanos. 
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a b s t r a c t

The aim of the present review is to offer a current perspective about the consequences of hypoglycemia
and its impact on the diabetic disorder due to the increasing incidence of diabetes around the world. The
main consequence of insulin treatment in type 1 diabetic patients is the occurrence of repetitive periods
of hypoglycemia and even episodes of severe hypoglycemia leading to coma. In the latter, selective neu-
ronal death is observed in brain vulnerable regions both in humans and animal models, such as the cortex
and the hippocampus. Cognitive damage subsequent to hypoglycemic coma has been associated with
neuronal death in the hippocampus. The mechanisms implicated in selective damage are not completely
understood but many factors have been identified including excitotoxicity, oxidative stress, zinc release,
PARP-1 activation and mitochondrial dysfunction. Importantly, the diabetic condition aggravates neuro-
nal damage and cognitive failure induced by hypoglycemia. In the absence of coma prolonged and severe
hypoglycemia leads to increased oxidative stress and discrete neuronal death mainly in the cerebral cor-
tex. The mechanisms responsible for cell damage in this condition are still unknown. Recurrent moderate
hypoglycemia is far more common in diabetic patients than severe hypoglycemia and currently impor-
tant efforts are being done in order to elucidate the relationship between cognitive deficits and recurrent
hypoglycemia in diabetics. Human studies suggest impaired performance mainly in memory and atten-
tion tasks in healthy and diabetic individuals under the hypoglycemic condition. Only scarce neuronal
death has been observed under moderate repetitive hypoglycemia but studies suggest that impaired hip-
pocampal synaptic function might be one of the causes of cognitive failure. Recent studies have also
implicated altered mitochondrial function and mitochondrial oxidative stress.
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1. Introduction

The brain is a dynamic organ requiring a great amount of en-
ergy. Despite it corresponds to only 2% of the total body weight,
it consumes 20% of the basal body metabolic rate (Attwell and
Laughlin, 2001). The main energy substrate for brain is glucose,
which is transported across the blood–brain barrier by facilitated
diffusion. The main glucose transporters in the central nervous sys-
tem (CNS) are GLUT1 and GLUT3. GLUT1 is present in 2 isoforms, a
glycosylated isoform of 55 kDa located in microvessels, and the
non-glycosylated isoform of 45 kDa located in neurons, astrocytes
and microglia. The high affinity glucose transporter, GLUT3, has a
higher catalytic capacity and is mainly present in neurons (Simp-
son et al., 2007, 2008). The physiological blood glucose levels vary
between 70 and 110 mg/dl (or 3.9–6.1 mM; 1 mM = 18 mg/dl) and
they are strictly regulated by endocrine responses. However, fluc-
tuations in blood glucose concentration occur as a consequence
of diverse causes. The most common cause of a reduction in blood
glucose levels (hypoglycemia) is the intensive use of insulin or
insulin releasing drugs for the treatment of diabetic patients. The
presence of an insulinoma and defective hormonal secretion of glu-
cagon and growth hormone are also causes of hypoglycemia (Cryer
et al., 2003; Tesfaye and Seaquist, 2010).

Nowadays diabetes is one of the most relevant metabolic disor-
ders for public health due the worrying increase of diabetic cases
all over the world. According to the International Diabetes Federa-
tion nowadays there are 371 million of people living with diabetes
all over the world and this number is expected to increase to 552
million by 2013. Diabetes is characterized by the failure in the pro-
duction or the response to endogenous insulin. There are 2 types of
diabetes: type 1 diabetes is produced by the loss of b pancreatic
cells, which secrete insulin whereas type 2 diabetes is the conse-
quence of decreased insulin response (resistance) accompanied
by failure of b pancreatic cells (Wrighten et al., 2009).

Moderate hypoglycemia is present when blood glucose falls to
60–40 mg/dl; in the most extreme case, severe hypoglycemia is
produced when blood glucose declines below 40 mg/dl. Severe
hypoglycemia can lead to coma, characterized by unconsciousness
and the cessation of the electrical brain activity (flat electroen-
cephalogram or isoelectric period), which might induce permanent
neuronal damage and even death if not promptly corrected by glu-
cose infusion (Kalimo and Olsson, 1980).

During the last decades, the intensive use of insulin or other
drugs that stimulate insulin secretion as the main treatment to
prevent hyperglycemia and its long-term vascular associated com-
plications has resulted in an increase in the incidence of hypogly-
cemia in diabetic patients (Diabetes Control and Complications
Trial (DDCT), 2006; Steil et al., 2006). Devices to continuously mon-
itor glucose blood levels and to optimize the delivery of insulin or
insulin analogues have not succeeded in completely preventing the
occurrence of repeated episodes of hypoglycemia, despite their
success in reducing hyperglycemia (Fatourechi et al., 2009; Yeh
et al., 2012, see Section 5 in the present review). Therefore, nowa-
days hypoglycemia remains to be major a complication of insulin
therapy.

2. Counterregulatory endocrine response to hypoglycemia

In certain conditions the brain can use other substrates to ob-
tain energy such as lactate, pyruvate and ketone bodies, but glu-
cose remains the main brain energy substrate (Bélanger et al.,
2011; Nehlig and Pereira de Vasconcelos, 1993; Shety et al.,
2012; Vannucci and Vannucci, 2001 see Section 3.2). Thus, blood
glucose concentrations are highly regulated by endogenous
mechanisms, known as the counterregulatory endocrine response,

triggered whenever hypoglycemia is present to keep blood glucose
levels in the physiological range.

When blood glucose decreases below 70 mg/dl a series of mech-
anisms takes place in order to counterbalance glucose decline. The
first response is the suppression of insulin release from b pancre-
atic cells when glucose concentration reaches 67 mg/dl. If glucose
decreases further to 54 mg/dl the secretion of glucagon from pan-
creatic cells and epinephrine from the adrenal medulla is stimu-
lated. Glucagon is a hormone produced in pancreatic cells, which
increases plasma glucose levels by the stimulation of hepatic glu-
cose production through glycogenolysis (degradation of glycogen
to glucose) and gluconeogenesis (synthesis of glucose from pyru-
vate). Epinephrine also increases glycogenolysis and gluconeogen-
esis in the liver, stimulates lipolysis in adipose tissue and decreases
insulin secretion while it elevates glucagon release from the pan-
creas. The secretion of two other hormones contributes to the
counterregulatory response, growth hormone and cortisol, se-
creted at plasma glucose concentrations below 66 mg/dl. These
hormones stimulate lipolysis in adipose tissue and ketogenesis
and gluconeogenesis in the liver. The action of these hormones is
slower and takes part in the response to long lasting hypoglycemia
such as prolonged fasting or starvation (Beall et al., 2012; Cryer
et al., 2003; Cryer, 2006; Tesfaye and Seaquist, 2010).

Two different groups of symptoms for hypoglycemia have been
described. The first group includes sympathoadrenal or neurogenic
symptoms, resulting from the activation of the autonomous ner-
vous system and the release of norepinephrine and epinephrine,
and includes sweating, hunger, tingling, palpitations, tremor and
anxiety. These symptoms are critical for the perception of the
hypoglycemic state. The neuroglycopenic symptoms (resulting
from brain glucose deprivation), occur when the levels of glucose
in blood fall to 2.5–3.5 mM (45–63 mg/dl) and include confusion,
blurred vision, dizziness, irritability, difficulty to speak, feeling
faint, drowsiness, difficulty of thinking, seizures and coma (Cryer,
2007; De Galan et al., 2006; Tesfaye and Seaquist, 2010; Warren
and Frier, 2005).

It has been proposed that recurrent hypoglycemia or even one
antecedent episode of hypoglycemia induces the failure of the
counterregulatory hormonal response (Cryer et al., 2003; Cryer,
2006; Lin et al., 2010), leading to a vicious cycle and increasing
the risk of severe hypoglycemia. In this case, the patients are un-
able to recognize the sympathoadrenal symptoms of hypoglycemia
until the neuroglycopenic symptoms are present leading to hypo-
glycemia unawareness. Thus, recurrent hypoglycemia reduces the
glucose levels that trigger the counterregulatory autonomic re-
sponse during a subsequent hypoglycemic period. Hypoglycemia
unawareness and failure in the autonomic response lead to the
so-called hypoglycemia-associated autonomic failure (HAAF),
which increases 25-fold or more the risk of severe hypoglycemia,
which can culminate in coma, irreversible brain damage and even
in the death of the patient (White et al., 1983; Cryer et al., 2003;
Cryer, 2007). Clinical data suggests that about 25% of diabetic pa-
tients suffer from hypoglycemia unawareness (Geddes et al., 2008).

Hypoglycemia is recognized as a decline in blood glucose to lev-
els below 50 mg/dl accompanied with neuroglycopenic symptoms,
or below 40 mg/dl in the absence of symptoms. Severe hypoglyce-
mia is recognized when assistance for treatment is needed (Amer-
ican Diabetes Association Work-group on Hypoglycemia, 2005).
Hyperinsulinemia resulting from the continuous administration
of insulin or insulin releasing drugs induces glucose uptake in
fat, muscle and liver, inhibiting gluconeogenesis and glycogenoly-
sis, as well as lipolysis and glucagon secretion from pancreatic
cells. As a consequence, the first response to hypoglycemia (inhibi-
tion of insulin secretion) is lost and glucagon secretion suppressed.
In addition, epinephrine secretion occurs at lower blood glucose
levels (Beall et al., 2012).
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Hypoglycemia is common in type 1 diabetic patients with a
tight glycemic control and in advanced type 2 diabetic patients
(Heller et al., 2007; Seaquist et al., 2013). Several studies have
reported that 25–30% of diabetic patients suffer from hypoglyce-
mic episodes, being more frequent in type 1 than type 2 diabet-
ics (UK Hypoglycmia Study Group, 2007; Donnelly et al., 2005).
According to the studies from different groups the incidence of
severe hypoglycemia for type 1 diabetic patients ranges from
1.1 to 1.6 episodes/patient/year and up to 0.35 episodes/pa-
tient/year in type 2 diabetics (see Table 1 and references there-
in). In the case of moderate hypoglycemia 1.8–2.0 episodes per
week have been reported in type 1 diabetics (Table 1 and refer-
ences therein). The incidence of hypoglycemic episodes is depen-
dent on the age and disease duration (Pedersen-Bjergaard et al.,
2004; Weinstock et al., 2013). A mortality rate of 4–10% attrib-
utable to severe hypoglycemia has been reported for type 1 dia-
betic patients with long duration disease (from 7 to 30 years)
(Patterson et al., 2007; Jacobson et al., 2007; Feltbower et al.,
2008; Skrivarhaug et al., 2006).

3. Severe hypoglycemia

As already mentioned, severe hypoglycemia occurs when
blood glucose levels decrease below 50–40 mg/dl. When blood
glucose falls further to 20 mg/dl, irreversible brain damage can
take place in vulnerable brain regions. According to histological
studies, hypoglycemic coma in humans induces neuronal damage
in the cortex, particularly the insular cortex, the hippocampus,
the caudate and the putamen (Kalimo and Olsson, 1980). A study
by Fujioka and collaborators (1997) investigated the specific
changes in human brain after profound hypoglycemia (glucose
blood levels <2.5 mmol/l) associated with diabetes, through com-
puterized tomography and magnetic resonance imaging (MRI),
and reported lesions in the cortex, specifically in parietal-occip-
ital and insular cortices, substantia nigra, hippocampus and the
basal ganglia. Another study using MRI reported cortical atrophy

in 45% of type 1 diabetic patients with a history of recurrent se-
vere hypoglycemia, while no changes were found in patients
without repetitive severe hypoglycemia (Perros et al., 1997). Cor-
tical atrophy was present in all cerebral lobes, but predomi-
nantly in the occipital and parietal lobes in one patient. Recent
studies using MRI have reported lesions in the cortex (temporal,
parietal, and occipital lobes), insula, hippocampus, putamen and
caudate nucleus, in severely hypoglycemic diabetic individuals
(Aoki et al., 2004; Ma et al., 2009; Lee et al., 2010). Lesions in
the white matter were also identified in some patients (Ma
et al., 2009). A recent study reported the long-term effects of
hypoglycemia on brain structure in a type 1 diabetic patient
experiencing multiple severe hypoglycemic episodes throughout
life. Reduced grey matter volume in the hippocampus, thalamus
and pallidum as compared to controls was observed through
MRI. Significantly reduced white matter volume was also ob-
served (Kirchhoff et al., 2013). Studies in children have reported
similar results. Ho and collaborators (2008) in an MRI study,
showed brain abnormalities in children with severe hypoglyce-
mia particularly in the hippocampus. Also, a decrease in the gray
matter volume was observed in comparison with children with-
out hypoglycemic episodes.

Data from pioneer studies by Siesjo and collaborators in
experimental animals are in agreement with the above-men-
tioned observations (Auer et al., 1985a,b; Kalimo et al., 1985).
These studies clearly showed that insulin treatment leading to
the reduction in blood glucose to levels below 20 mg/dl and a
30–60 min period of isoelectricity induces neuronal death in a
selective manner. A positive correlation between the duration
of the isoelectric period and the spread of neuronal damage
was found. According to these studies the most vulnerable brain
regions to hypoglycemic damage include the 2 and 3 superficial
layers of the cerebral cortex, CA1, the subiculum and the dentate
gyrus, in particular the crest of the dentate gyrus. In addition,
neuronal damage was observed in the striatum, particularly in
the dorsolateral region.

Table 1
Prevalence of hypoglycemia in diabetic patients according to some studies.

Reference and year Treatment or cause Type of
hypoglycemia

Population Frequency of
hypoglycemia (e/p/y)

Total number
of patients

Frequency (% patients
with hypoglycemia)

Diabetes Control and
Complications Trial (DDCT)
(2006)

Intensive Severe Canada and
North America

1.6* 711 38%
Conventional Severe 0.62* 730 15%

Pramming et al. (1991) Insulin (injections) Severe Denmark 1.5* 411 36%
Moderate 1.6*,#

Stahl and Berger (1999) Sulfonylureas
(Glibenclamide s.a)

Severe Switzerland 0.002** 594 –

Sulfonylureas
(Glicazide l.a)

Severe Switzerland 0.00085** 196 –

Leese et al. (2003) Insulin (Injections) Severe United Kingdom 0.11* 908 7.7%
Sulfonylurea (Oral) Severe United Kingdom 0.009** 835 7.87%

Pedersen-Bjergaard et al. (2004) Insulin (Injections) Severe Denmark 1.3* 1076 36.7%
Severe & 0.35*

Moderate 2.0* #

Donnelly et al. (2005) Insulin (Injections) Severe
Moderate

Scotland 1.15* 9 2.67%
42.89* 336 28.57%

Insulin (Injections) Severe
Moderate

Scotland 0.35** 5 2.11%
16.36** 236 73.30%

UK Hypoglycemia Study Group,
Heller et al. (2004)

Insulin (Injections) Severe
Moderate

United Kingdom 1.1* 46 22%
35.5* 46 87%

Sulfonylurea (Oral) Severe
Moderate

United Kingdom 0.1** 103 7%
1.92** 103 39%

Weinstock et al. (2013) Insulin (Injections) Severe United States 1* 4973 11.8%
Insulin pump Severe & 1* 2596 10.6%

* Type 1 diabetes.
** Type 2 diabetes, e/p/y episodes/patient/year.

# Episodes/patient/week, & with coma or seizures, s.a slow acting insulin analogue, l.a long acting insulin analogue.
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3.1. Factors involved in neuronal damage induced by severe
hypoglycemia

Many factors have been implicated in neuronal death induced
by severe hypoglycemia. Pioneer studies suggested that neuronal
damage resulted from an excitotoxic process initiated by the re-
lease of glutamate and particularly aspartate, at the onset of iso-
electricity (Sandberg et al., 1986). Moreover, the administration
of antagonists of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) and the non-
NMDA glutamate receptor subtypes, and the elimination of gluta-
matergic cortical afferents to the striatum, reduced cell death in
hypoglycemic rats (Butcher et al., 1987a,b; Nellgard and Wieloch,
1992; Sandberg et al., 1986; Wieloch, 1985). More recent studies
by Swanson and collaborators have identified other contributors
to the hypoglycemic cell-death cascade such as the activation of
poly(ADP ribose) polymerase-1 (PARP-1) and the release of zinc
from nerve terminals (Suh et al., 2003, 2007, 2008). In addition,
this group has shown that superoxide production by NADPH oxi-
dase (NOX), mainly during glucose reintroduction, is implicated
in neuronal death (Suh et al., 2007). According to these studies in
neuronal cultures and in in vivo rodent models of hypoglycemia,
neuronal damage is triggered after glucose reintroduction by nitric
oxide production, which induces the release of vesicular zinc. Zinc
translocates to postsynaptic neurons and activates NOX and PARP-
1, leading to the production of reactive oxygen species (ROS), NAD+
depletion and neuronal death. The production of ROS by nitric
oxide synthase and NOX induces damage to DNA and the conse-
quent activation of PARP-1, which consumes NAD+ necessary for
glucose oxidation through the glycolytic pathway.

In addition to oxidative damage, we have observed that ROS
production by NOX after glutamate administration in vivo, contrib-
utes to the activation of the calcium-dependent protease, calpain
(Guemez-Gamboa et al., 2011), which is a well-known executor
of excitotoxic neuronal death (Siman et al., 1989). Moreover, in re-
cent studies we have observed that glucose deprivation in hippo-
campal cultured neurons leads to ROS production through the
activation of several enzymatic pathways, including NOX, xanthine
oxidase and phospholipase A2 (Páramo et al., 2010), which in turn
contributes to calpain activation (Páramo et al., submitted). Fur-
thermore, inhibition of calpain activity prevents neuronal damage
suggesting a role of this protease in glucose deprivation-induced
neuronal death (Páramo et al., submitted for publication). On the
other hand, Suh and collaborators have recently suggested that
an inflammatory response also participates in hypoglycemic cell
damage because microglial reactivity is observed in the rat hippo-
campus from 1 to 7 days after a 30 min period of hypoglycemic iso-
electricity (Won et al., 2012b).

Other studies have suggested the participation of an apoptotic
mechanism in hypoglycemic cell death associated with the depo-
larization of the mitochondrial membrane, the opening of the
mitochondrial permeability transition pore, the release of cyto-
chrome c and caspase-3 activation, as observed mainly after glu-
cose reintroduction in hypoglycemic rats exposed to isoelectricity
(Ouyang et al., 2000; Ferrand-Drake et al., 1999, 2003; Friberg
et al., 1998). In addition, activation of calpain was observed 3 h
after glucose reintroduction in animals suffering from insulin-in-
duced hypoglycemic coma (Ferrand-Drake et al., 2003). Altogether,
these observations suggest the contribution of multiple factors to
neuronal death associated with severe hypoglycemia. Fig. 1 sum-
marizes the different components of the hypoglycemic neuronal
death cascade and their time-course of occurrence according to dif-
ferent studies.

The consequences of severe hypoglycemia have also been inves-
tigated in the diabetic condition. With this purpose several labora-
tories have relayed on diabetic animal models employing
streptozotocin administration, a drug that destroys the insulin-

producing b-pancreatic cells. These studies have shown that brain
damage induced by the hypoglycemic coma is more pronounced in
the diabetic condition. Bree and collaborators (2009) showed that
insulin-induced severe hypoglycemia in normal animals elicited
brain damage in the cortex, CA1 and CA3 hippocampal regions,
and that the diabetic condition increased the vulnerability to neu-
ronal death of these specific brain areas. These results suggest that
diabetes can be a critical factor aggravating neuronal damage in
central nervous system disorders such as hypoglycemia. The mech-
anisms responsible for exacerbated hypoglycemic damage due to
diabetes remain to be determined.

3.2. Effects of alternative energy substrates on hypoglycemic brain
damage

Energy failure is also a crucial factor for neuronal death induced
by the hypoglycemic condition. Even though glucose is the main
energy substrate for brain, other energy substrates can be con-
sumed in certain circumstances such as prolonged fasting, during
the suckling period and upon severe hypoglycemia (Bélanger
et al., 2011; Nehlig and Pereira de Vasconcelos, 1993; Shety
et al., 2012; Vannucci and Vannucci, 2001). Suh et al. (2005) dem-
onstrated that pyruvate intraperitoneal administration at concen-
trations high enough to penetrate the brain simultaneously with
glucose, markedly prevented neuronal death induced by 30 min
of isoelectricity in the more vulnerable brain areas such as CA1,
the subiculum, the dentate gyrus and the perirhinal cortex. More-
over, pyruvate administration also prevented cognitive impair-
ment in these animals (see Section 3.2). Recently, Zhou and
collaborators (2012) showed similar results. Sodium pyruvate plus
glucose was intraperitoneally administered to terminate insulin-
induced hypoglycemia in newborn rats at postnatal days, 2, 4
and 6. Treatment reduced the number of degenerating cells in
the parasagittal and piriform cortices, the thalamus, the hypothal-
amus and the dentate gyrus. Moreover, cognitive function was also
improved by pyruvate treatment in these animals as tested at
6 weeks of age (see Section 3.2). Consistent with these findings
we have previously observed that pyruvate reduces glutamate
neurotoxicity administered in conditions of energy failure, induced
by the inhibition of the mitochondrial electron transport chain or
the glycolytic pathway in in vivo and in vitro studies (García and
Massieu, 2003; Massieu et al., 2000, 2001).

On the other hand, several studies have suggested that lactate
produced in glial cells is released and transported to neurons
where it can be used as a metabolic substrate during high-energy
demand (Belánger et al., 2011; Pellerin and Magistretti, 1994; Pell-
erin, 2010). Based on this hypothesis, Won and collaborators
(2012a) showed that intraperitoneal injection of lactate in combi-
nation with glucose infusion to hypoglycemic rats experiencing
30 min of isoelectricity, notably reduces neuronal death in CA1,
the subiculum and the dentate gyrus. In addition, it was observed
that ROS production in CA1 was prevented by lactate administra-
tion. Lactate treatment also prevented neuronal death and the pro-
duction of ROS induced by glucose deprivation in cortical cultured
neurons.

In addition to pyruvate and lactate, the ketone bodies, acetoac-
etate and b-hydroxybutyrate are important brain energy sub-
strates during prolonged fasting and during the suckling period
in mammals (Nehlig and Pereira de Vasconcelos, 1993; Owen
et al., 1967). It has been shown that immature rats fed with a keto-
genic diet that elevates plasma levels of b-hydroxybutyrate, show
reduced neuronal damage induced by severe hypoglycemia in the
cerebral cortex (Yamada et al., 2005). In addition, we have previ-
ously shown that administration of b-hydroxybutyrate prevents
lipoperoxidation in hypoglycemic adult rats exposed to prolonged
severe hypoglycemia (Haces et al., 2008). Acetoacetate and b-

334 G. Languren et al. / Neurochemistry International 63 (2013) 331–343



hydroxybutyrate also reduced the death of cultured neurons ex-
posed to mitochondrial or glycolysis inhibitors by a mechanism
involving the restoration of ATP concentrations (García and Mas-
sieu, 2003; Haces et al., 2008; Massieu et al., 2003). These observa-
tions support the role of ketone bodies as energy substrates
alternative to glucose. However, in a recent study Schutz et al.
(2011) showed that b-hydroxybutyrate administration to 13-days
old pups induced the death of oligodendrocytes and increased
the mortality after resuscitation with glucose, possibly because of
delayed onset of coma and prolongation of the hypoglycemic
period.

The protective effect of these compounds has been attributed to
their role as alternative substrates providing energy through the
conversion to acetyl-CoA and their incorporation into the citric
acid cycle, however, ketone bodies also exert an antioxidant activ-
ity acting as ROS scavengers (Haces et al., 2008). Similarly, pyru-
vate protection might be explained by its H2O2 scavenging
capacity (Desagher et al., 1997). A recent study in humans by Page
and coworkers (2009) showed the effect of fatty acid ingestion in
diabetic type 1 patients during a hypoglycemic episode. Medium-
chain triglycerides were given orally to patients during the hypo-
glycemic episode (180 min), and afterwards they were evaluated
in a cognitive task battery. Results showed that ingestion of med-
ium-chain triglycerides elevated the levels of free fatty acids and b-
hydroxybutyrate in blood and prevented the cognitive deficit ob-
served during hypoglycemia, in tests of digit symbol coding, map
searching, and verbal memory. This study also showed that
in vitro synaptic activity was preserved in the presence of b-
hydroxybutyrate in hippocampal slices incubated in low glucose,
in agreement with previous studies (Izumi et al., 1997). Altogether,
the aforementioned observations suggest that other energy sub-
strates can be used by brain during hypoglycemia in diabetic pa-
tients, which might offer a therapeutic alternative to prevent the
cognitive decline occurring during hypoglycemic episodes.

Other actions of ketone bodies might contribute to their
protective effect. Ma et al. (2007) reported that ketone bodies
can activate ATP-sensitive potassium channels (KATP) inducing
membrane hyperpolarization and reducing neuronal firing (Ma

et al., 2007; Tanner et al., 2011). This mechanism has been sug-
gested to contribute to the antiepileptic effect of ketone bodies.
KATP channels are normally inhibited by intracellular ATP leading
to the firing of action potentials. It is hypothesized that decreased
glucose consumption in the presence of ketone bodies will lead to a
reduction in glycolytic ATP production near the membrane, which
will activate KATP channels hyperpolarizing the membrane and
reducing excitability (Tanner et al., 2011). The contribution of this
mechanism of action to the protective effect elicited by ketone
bodies against neuronal death induced by severe hypoglycemia
has not been explored. On the other hand, it has been recently
demonstrated that ketone bodies inhibit chloride-dependent glu-
tamate uptake into synaptic vesicles in neurons, and in turn reduce
the release of glutamate. Inhibition of glutamate release by ketone
bodies has been related to seizure suppression induced by 4-ami-
nopyridine in an in vivo study (Juge et al., 2010). This mechanism
might also contribute to the protective effect of ketone bodies
against severe hypoglycemia-induced brain injury.

3.3. Impaired cognitive function associated with severe hypoglycemia

Many studies in humans and experimental animals have associ-
ated hypoglycemia with altered cognition, affecting complex more
than simple cognitive skills modulated by the hippocampus. Xu
and collaborators (2011) described a case report of a woman
who suffered from severe hypoglycemia and profound neuroglyco-
penia, after the administration of 44 units of insulin leading to a
fall of blood glucose levels to 1.7 mmol/l. The patient recovered
the consciousness after 2 days, but showed difficulties in recogni-
tion, impaired time and place orientation and altered electroen-
cephalogram activity deriving in mild encephalopathy without
seizures. The main consequences in this case were the presence
of neurological, cognitive and psychological sequelaes, mainly dif-
ficulties in speech and a considerable alteration in memory, as ob-
served 2 months after the hypoglycemic event; the Minimental
State Examination remained with slow scores after 2 months.
These data suggested permanent impaired cognitive function pos-
sibly accompanied by brain damage.

Fig. 1. Factors involved in neuronal death associated with severe hypoglycemia and their time-course of occurrence. Reactive Oxygen Species (ROS), Poly-(ADP ribose)
polymerase-1 (PARP-1), Mitochondrial permeability transition pore (MPT), Nitric Oxide Synthase (NOX), 3-Nitrotyrosine (3-NT), 4-Hydroxinonenal (4-HNE), Lipid
peroxidation (LPx), Apoptosis Inducing Factor (AIF). (Refer the above mentioned references for further details).
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On the other hand, previous studies indicate that cognitive
deterioration at different domains occurs in healthy individuals
at blood glucose levels of 2.6–3.3 mmol/l (Amiel, 1998; Warren
and Frier, 2005). The presence of severe hypoglycemia in diabetic
and non-diabetic patients produces a decline in the performance
of cognitive tasks such as the reaction time, verbal fluency, arith-
metical ability and verbal and visual memory (Amiel, 1998; Maran
et al., 2000; Widom and Simonson, 1990). According to several
studies the decline in cognitive function is observed after the acti-
vation of the counterregulatory response and the presence of neu-
roglycopenic symptoms (Bakatselos, 2011). However, Evans and
colleagues (2000) observed that the induction of hypoglycemia
(blood glucose of 2.66 mM) to non-diabetic patients immediately
altered cognitive function before the counterregulatory neuroen-
docrine response was initiated and symptoms perceived.

Several human studies have evaluated memory, logical rea-
soning and attention under hypoglycemic conditions in patients
without diabetes, employing tasks such as the four choice reac-
tion time [at blood glucose levels of 2.8–3.1 mmol/l] (Maran
et al., 1995; Hopkins et al., 1997), stroop tests to evaluate atten-
tion [at blood glucose levels of 2.9–3.1 mmol/], immediate and
late recall [at glucose levels of 2.5 mmol/l], and finger tapping
[blood glucose levels <2.2–2.4 mmol/l] (Fanelli et al., 1993).
The data obtained indicate that cognitive abilities are differen-
tially affected, since functions such as memory result more pro-
foundly altered. In agreement, Sommerfield and collaborators
(2003) showed that moderate hypoglycemia impairs memory
functions in both healthy and diabetic adults. According to their
observations, short-term memory is altered when blood glucose
levels decline to 2.5 mmol/l.

It has been difficult to obtain reproducible results about altered
attention as a consequence of hypoglycemia. Some studies in dia-
betic humans using the digit symbol substitution test have re-
ported impaired performance in hypoglycemic individuals with
blood glucose levels of 2.6 mmol/l, while other studies reported
no impairment in individuals showing lower blood glucose levels
[2.0 mmol/l] (Ewing et al., 1998; Wirsen et al., 1992). Discrepancies
are likely explained by methodological differences, which make
difficult to make comparisons between the studies. Difficulties in
controlling the blood glucose levels of patients, might have also
contributed to the variability of the results. On the other hand,
Draelos and collaborators (1995) investigated the effect of hypo-
glycemia on different cognitive domains in diabetic adults using
a battery of neuropsychological tests, which included sensory per-
ceptual processing, language, learning and memory, attention and
simple motor skills. They observed decreased performance in all
the cognitive tests as evaluated at blood glucose concentrations
of 2.2 mmol/l, particularly in attention and learning skills tests.
These results are in agreement with those of Gold and collabora-
tors (1995) who reported deterioration in attention and verbal
memory in diabetic patients showing hypoglycemic episodes. In
contrast, other studies did not find an impairment of functions
such as fine motor speed, reaction time, reading comprehension,
memory, logical reasoning, attention and intelligence in diabetic
individuals (Holmes et al., 1986; Widom and Simonson, 1990; Jac-
obson et al., 2007).

Alterations in cognitive function due to hypoglycemia have
been observed also in children. Ryan et al., 1990 evaluated the ef-
fect of hypoglycemia on cognitive function on diabetic children,
using the insulin glucose clamp technique to preserve the hypogly-
cemic state. The cognitive evaluations were performed under
hypoglycemic (3.1–3.6 mmol/l) and euglycemic (5.5 mmol/l) con-
ditions. A significant decline in trail making test (mental flexibil-
ity), attention to retail and decision-making was observed during
the mild hypoglycemic state (3.3–3.6 mmol/l). Recovery of the cog-
nitive functions was not observed after restoration of euglycemia,

suggesting a long-term effect of mild hypoglycemia in attention
and reaction time tests. Alterations in attention, intelligence, and
memory, have also been reported in children experiencing severe
hypoglycemia (Hannonem et al., 2003; Tupola et al., 2004; Hershey
et al., 2005). According to data from the literature, hypoglycemia
during childhood turns to be an essential factor affecting specific
cognitive skills such as memory (Perantie et al., 2008). Overall,
the above-mentioned observations suggest that memory, learning,
intelligence and attention are the most vulnerable cognitive do-
mains to hypoglycemia in children (Becker and Ryan, 2005; Bla-
setti et al., 2011).

The cognitive deficits described in many of the studies cited
above might be mainly attributed to profound hypoglycemia and
neuroglycopenia rather than permanent brain dysfunction or brain
damage, because patients were tested during the hypoglycemic
condition. In addition, no tomography or MRI data suggesting al-
tered brain structure were included in these studies. A correlation
between severe hypoglycemia, brain damage and cognitive decline
has been difficult to establish because MRI is not routinely per-
formed in patients admitted in the emergency department, se-
verely affected by hypoglycemia, because the hypoglycemic
condition is commonly transient and usually corrected by glucose
administration. A few studies using MRI, however, have evaluated
cognitive performance in diabetic patients suffering from recurrent
hypoglycemia. Perros et al. (1997), reported cortical atrophy in a
group of type 1 diabetic patients with a history of recurrent severe
hypoglycemia, while no changes were observed in diabetic pa-
tients not suffering from repetitive severe hypoglycemia. However,
no association between cortical atrophy and cognitive function
was found, although a trend to show lower scores in the group
with repetitive hypoglycemia was observed. However, the number
of patients included in this study was very limited to be conclusive.
A recent case report of a type 1 diabetic patient severely affected
by multiple episodes of severe hypoglycemia, showed by MRI, a
reduction in the grey matter volume in the hippocampus, thalamus
and pallidum, which correlated with severe memory impairment
and anterograde amnesia (Kirchhoff et al., 2013).

In agreement with the above-described observations, data from
animal models of severe hypoglycemia have reported a significant
decline in memory in rats 6 weeks after the induction of severe
hypoglycemia (45 min of isoelectricity) (Suh et al., 2003). In this
case, cognitive deficits can be directly attributed to brain damage
since severe neuronal death was observed in the hippocampus of
these animals. The authors also showed that PARP-1 inhibition re-
duced memory impairment, which correlated with the preserva-
tion of neurons in the hippocampus. Similarly, the administration
of pyruvate in combination with glucose reduced the decline in
cognitive function, as assessed by the Morris water maze task after
a single episode of severe hypoglycemia, which correlated with a
70–90% reduction in neuronal death in CA1, the subiculum and
the dentate gyrus (Suh et al., 2005).

Mood disorders have also been associated with severe hypo-
glycemia in humans and animal models. One study performed
by Park and coworkers (2012), showed that acute hypoglycemia
can produce mood changes in mice. They observed depressive-
like behaviors 24 h after acute severe hypoglycemia, while no
changes in a memory recognition test were found. In human
studies Gold and collaborators (1995) evaluated the effect of
acute hypoglycemia on mood changes in non-diabetic individu-
als. Their results showed that acute hypoglycemia alters the
mood state producing tense tiredness and reduction of the hedo-
nic tone. In a later study Strachan and collaborators (2000)
concluded that acute hypoglycemia in diabetic individuals leads
to depressive behaviors and alterations in other mood states,
which could be the result of previous episodes of severe
hypoglycemia.
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4. Hypoglycemia without isoelectricity

Episodes of moderate hypoglycemia not progressing to coma
are frequent in type 1 diabetic patients who can show two episodes
of moderate hypoglycemia per week (Cryer et al., 2003). Due to the
improved delivery of insulin or insulin releasing drugs, it is more
common to find cases of moderate hypoglycemia than severe
hypoglycemia in diabetic patients. Even though moderate hypogly-
cemia does not represent an immediate threat for patients, the
consequences of long-term exposure to repetitive periods of mod-
erate hypoglycemia on neuronal damage and cognitive function
are still not well understood.

As mentioned in Section 3, severe hypoglycemia accompanied
by a 30–60 min period of isoelectricity, clearly leads to massive
neuronal death in vulnerable brain regions. However, several stud-
ies have shown that prolonged hypoglycemia in the absence of iso-
electricity can also induce neuronal death restricted mainly to the
cerebral cortex. Tkacs and collaborators (2005) showed that one
episode of insulin-induced hypoglycemia leading to blood glucose
concentrations of 30–35 mg/dl for 75 min produced significant
neuronal damage in the prefrontal medial cortex, piriform cortex
and orbital cortex. In a former study, Tkacs and collaborators
(2000) also showed that three episodes of hypoglycemia associated
with blood glucose concentrations of 30–35 mg/dl increased the
number of cells positive to TUNEL, a marker of apoptosis, in the
arcuate nucleus of the hypothalamus. Consistent with these obser-
vations Ennis and collaborators (2008) reported degenerating cells
positive to the neuronal death marker Fluoro-Jade B (FJB), 24, 72 h
and 1 week after a single episode of hypoglycemia, leading to blood
glucose concentrations of 30 mg/dl for 120 min in developing (14
and 28 postnatal days) and adults rats. FJB-positive cells were
found particularly in the cerebral cortex, although some were also
observed in the hippocampus and the striatum. Although the
hypothalamus has an important role in glucose sensing and
homeostasis, it remained intact at all ages examined. These results
suggest that non-coma hypoglycemia in developing rats, produces
selective brain injury, mainly to the cerebral cortex. Consistent
with these observations in a previous study we also reported the
presence of degenerating cells positive to FJB in the brain of hypo-
glycemic rats, 24 h after a period of severe hypoglycemia (blood
glucose levels below 20 mg/dl during 3 h) mainly in the frontal,
parietal, insular and temporal cortices (Haces et al., 2010, see also
Fig. 2). Altogether, these observations suggest that prolonged
hypoglycemia associated with blood glucose levels below 30 mg/
dl can lead to the death of discrete populations of cortical neurons
even in the absence of isoelectricity. The mechanisms eliciting the
death of neurons in these conditions have been little explored, but
oxidative stress has been proposed as a contributing factor.

Oxidative stress is produced by the imbalance between the pro-
duction of ROS and their clearance by the antioxidant defense
(Halliwell, 2006). The presence of oxidative stress has been sug-
gested to occur during the hypoglycemic period before isoelectric-
ity appears. Patocková et al. (2003) showed in the whole mouse
brain increased lipoperoxidation after 2 h of severe hypoglycemia
(glucose levels below 1 mM) before the initiation of coma. They
showed a positive correlation between the severity of hypoglyce-
mia and lipoperoxidation levels, since blood glucose levels above
1 mM did not cause an increase in lipoperoxidation. Similarly,
Singh et al., 2004 reported augmented lipoperoxidation and
decreased reduced glutathione (GSH) content at the time of the
hypoglycemic coma in broad regions of the rat brain, while McGo-
wan et al. (2006) reported increased mitochondrial production of
superoxide and hydrogen peroxide in the brain of newborn piglets
after 2 h of severe hypoglycemia (glucose levels of 1 mM). Consis-
tent with these observations, we have observed increased lipid
peroxidation in homogenates from the hippocampus, the cortex

and the striatum, but not from the cerebellum, after severe and
prolonged hypoglycemia (glucose levels of 20 mg/dl for more than
3 h) in rats before the onset of the isoelectric period. In contrast, in-
creased levels of nitrosylated proteins were observed during glu-
cose reintroduction (Haces et al., 2010), in agreement with the
studies of Suh et al. (2003). In a recent study Cardoso and col-
leagues (2010) studied the effect of acute hypoglycemia (glucose
levels of 33 mg/dl during 1 h) on mitochondrial energy and oxida-
tive status in diabetic animals treated with streptozotocin. They
observed increased lipoperoxidation in cortical but not hippocam-
pal mitochondria, from diabetic hypoglycemic animals as com-
pared to the control group. In addition, cortical mitochondria
showed a decrease in the GSH/GSSG ratio and in glutathione reduc-
tase (GR) activity, while glutathione peroxidase (GPx) and manga-
nese-dependent superoxide dismutase (MnSOD) activities
increased. In contrast to the cortex, hippocampal mitochondria
showed no significant changes in lipoperoxidation, GR and GPx en-
zyme activities, while MnSOD activity decreased. These observa-
tions suggest a differential response of the antioxidant defense to
severe hypoglycemia in diabetic animals, showing the largest
changes in the cortex. In agreement with this study, Bhardwaj
and collaborators (1998) showed alterations in the antioxidant de-
fense in insulin-treated hypoglycemic rats (40 mg/dl). GPx was sig-
nificantly increased in cerebral hemispheres, while GR was
decreased in cerebral hemispheres and cerebellum. Moreover,
hypoglycemia increased catalase levels in cerebral hemispheres,
cerebellum and brain stem and SOD in cerebellum and cerebral
hemispheres. With respect to the activities of the mitochondrial
electron transport chain enzymes, these were markedly decreased,
suggesting energy failure during the hypoglycemic condition. Fur-
ther studies are needed in order to understand whether the differ-
ential response of the antioxidant defense is related to the
vulnerability of the different brain regions to hypoglycemic neuro-
nal damage.

On the other hand, in a previous in vitro study in hippocampal
cultured neurons, we have reported that glucose deprivation rap-
idly induces ROS production through the activation of superoxide
producing enzymatic pathways including xanthine oxidase, phos-
pholipase A2 and NADPH oxidase (NOX) (Páramo et al., 2010).
Inhibitors of all these enzymes, and the antioxidant trolox, reduce
ROS production and cell death in these conditions (Páramo et al.,
2010). These observations lead us to conclude that in addition to
mitochondria other ROS producing pathways are activated during
glucose deprivation.

Altogether, the above-mentioned observations demonstrate
that a single episode of hypoglycemia not leading to coma stim-
ulates ROS production in brain regions vulnerable to hypoglyce-
mic damage. It remains to be determined whether ROS
production contribute to the death of neurons (mainly cortical)
vulnerable to non-coma severe hypoglycemia. Fig. 2F. Shows the
number of ROS producing cells, as monitored by ethidium fluo-
rescence, in the frontal cortex of animals experiencing profound
hypoglycemia without coma immediately after and 20 h after
an episode of 4 h hypoglycemia as compared to control animals.
Images of brain sections from representative animals are shown
in Fig. 2A–C. Results suggest that ROS are produced during the
hypoglycemic period (B) and after glucose reperfusion (C). Brain
sections from hypoglycemic animals were processed for the iden-
tification of degenerating neurons using FJB. As shown in Fig. 2F,
at 4 h after insulin administration no degenerating cells are
present, while at 20 h an increase in the number of death cells
is observed in the frontal cortex of hypoglycemic animals
(Fig. 2E and F). Images of representative animals are shown in
Fig. 2D and E. As previously suggested these results show that
hypoglycemic neuronal death is delayed and takes place after
glucose reperfusion.
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4.1. Recurrent hypoglycemia: neuronal death and oxidative stress

The presence of multiple hypoglycemic episodes in diabetic pa-
tients results from the failure of the counterregulatory endocrine
response (Cryer et al., 2003), and they can occur after a severe
hypoglycemic episode has been present (Cryer et al., 2003; Lin
et al., 2010). The consequences of moderate repetitive hypoglyce-
mia on brain damage are still poorly understood. Yamada and col-
laborators (2004) studied the effect of repetitive hypoglycemia on
long-term potentiation (LTP), a cellular mechanism underlying
learning and memory processes. It was found that recurrent hypo-
glycemia impaired LTP in the hippocampus of young rats, while it
caused no neuronal death. Consistent with these observations, a
more recent study performed by Moore and collaborators (2010)
showed that repetitive moderate hypoglycemia produces scarce
neurodegeneration in rats. Positive cells to FJB were observed in
clusters mainly in the parasagittal cortex and barely in the tempo-
ral cortical areas, like the perirhinal cortex.

Recently Won et al. (2012b) showed that recurrent moderate
hypoglycemia (insulin administration during 3 days) in diabetic
rats (treated with streptozotocin) causes scarce neuronal death in
the cortex but not in the hippocampus. However, they observed
oxidative damage, as assessed by the lipoperoxidation product 4-
hidroxynonenal, in the hippocampal CA1 dendritic layer and
microglial reactivity. In agreement, in a recent study, Cardoso

and collaborators (2012) reported that recurrent hypoglycemia
(twice daily insulin administrations for 2 weeks) in diabetic rats
(previously treated with streptozotocin) potentiated the increase
in lipid peroxidation and the decrease in aconitase activity, used
as an index of oxidative stress, in mitochondria from diabetic ani-
mals. According to the results, recurrent hypoglycemia differen-
tially alters mitochondria bioenergetics and the antioxidant
defense response in the cortex and the hippocampus, being the
hippocampus the most affected.

Altogether, the described findings suggest that synaptic altera-
tions, oxidative damage and an inflammatory reaction in the hip-
pocampus might underlay cognitive impairment in diabetic
animals showing recurrent hypoglycemia, rather than neuronal
death.

4.2. Recurrent hypoglycemia and cognitive impairment

As mentioned in Section 3.3 substantial evidence supports that
acute hypoglycemia alters cognitive function. However, data on
the consequences of moderate recurrent hypoglycemia on cogni-
tive functions are still controversial. McNay and Sherwin (2004)
performed one of the first studies in a rodent model of moderate
recurrent hypoglycemia. They evaluated the effect of repetitive
hypoglycemia in a spatial memory test in diabetic and non-dia-
betic rats. The experimental protocol consisted in 3 moderate

Fig. 2. Production of reactive oxygen species and neuronal death in the frontal cortex of hypoglycemic animals treated with insulin. Animals were treated with vehicle
solution (controls) or 24 U insulin to induce a 4 h period of hypoglycemia (glucose levels of 20 mg/dl or below). The oxidation-sensitive fluorescent marker, dihydroethidine,
was intraperitoneally injected (3 mg/kg) 1 h after insulin administration and 30 min after glucose reintroduction. The animals were sacrificed 4.5 h or 24 h after insulin
administration and brains were processed for histological evaluation. ROS-producing cells are observed as red fluorescent (ethidium-positive, Et) in hypoglycemic animals (B
and C), while control animals showed basically no fluorescent cells (A). Fluoro-Jade B (FJB) staining shows positive damaged cells in the group with glucose reintroduction
evaluated 20 h after the hypoglycemic period (E), but not in control animals (D) or animals without glucose reintroduction evaluated 4 h after hypoglycemia (F). Graph (F)
shows the number of positive cells to Et and FJB in the different groups of animals. The data represent means ± SEM from 4 to 6 animals per group. ⁄P 6 0.05 relative to
control, #P 6 0.05 relative to the 4 h group (without glucose reintroduction).
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hypoglycemic episodes (55–30 mg/dl) in a week, and cognitive
functions were monitored either under euglycemia or hypoglyce-
mia. The data showed that recurrent moderate hypoglycemia sig-
nificantly improved performance in the spatial memory test
when evaluated under euglycemia; however under hypoglycemia
the animals performed worst in comparison with control animals.
They also showed that, short-term recurrent hypoglycemia altered
glucose levels in the extracellular fluid of the hippocampus, sug-
gesting increased glucose uptake in hypoglycemic animals, possi-
bly occurring as an adaptive response.

Later, in 2006 McNay and collaborators evaluated the effect of
long-term (11 months) moderate recurrent hypoglycemia (blood
glucose levels of 46 mg/dl), induced by insulin administration once
a week, on a spatial memory test. The behavioral analysis was
made at 4, 8 and 12 months. The results showed that long-term
moderate recurrent hypoglycemia improved animals performance
in comparison to the control group, when evaluated at 4 months in
the euglycemic condition. At 8 and 12 months the animals still
showed an improvement in the memory task. However, under
hypoglycemic conditions rats showed a worse performance in
comparison to the control group. Using hippocampal slices from
12 month-old rats exposed to recurrent hypoglycemia, the inhibi-
tory synaptic function was recorded in the CA1 region using a
paired pulse inhibition (PPI) protocol. Synaptic inhibitory activity
was reduced under low glucose conditions (bath glucose concen-
tration of 2 mmol/l) in control and recurrent hypoglycemic groups,
although it was more severely affected in the latter. This result
suggests that the inhibitory synaptic function is sensitive to glu-
cose levels, and that it can be altered after long-term moderate
recurrent hypoglycemia.

In agreement with these results, Puente and collaborators
(2010) investigated the effect of acute hypoglycemia induced after
the exposure to recurrent hypoglycemia on neuronal damage and
cognitive function. Results showed that the induction of repetitive
episodes of moderate hypoglycemia (during 3 consecutive days)
leading to blood glucose levels of 40–25 mg/dl, reduced brain dam-
age in vulnerable brain regions such as the cortex and the hippo-
campus and reduced the decline in cognitive impairment
induced by a subsequent period of severe hypoglycemia (60–
90 min of isoelectricity). The results from this study suggest that
antecedent hypoglycemia provides protection against neuronal
damage induced by severe hypoglycemia, which might underlay
the observed improvement in memory, as assessed by the water
maze test. In this study recurrent hypoglycemia was induced for
a short period of time, which might not represent the clinical con-
dition of diabetic patients who suffer from repetitive periods of
hypoglycemia throughout life.

5. Treatments for glycemic control and strategies to prevent
hypoglycemia

Intensive insulin therapy (multiple insulin daily injections or
continuous subcutaneous insulin infusion through an insulin
pump) aimed to reduce at minimum the vascular long-term com-
plications associated with type-1 diabetes, has been extensively
used in the past two decades. Despite the success of this therapy
in the control of glycaemia and reduction of the vascular complica-
tions of the disease, it is expensive and demands the continuous
self-monitoring of blood glucose. In addition, it does not reduce
the incidence of hypoglycemia, which remains to be a life-threat-
ening condition (Diabetes Control and Complications Trial (DDCT),
2006; Steil et al., 2006). The development of new devices to contin-
uously monitor glucose blood levels and deliver insulin or insulin
analogues have partially improved the glycemic control, but has
not eliminated the risk of repeated hypoglycemic episodes (Fato-

urechi et al., 2009; Castle et al., 2010; Pickup et al., 2011; Yeh
et al., 2012).

Rapid acting insulin analogues available for more than 10 years
have shown improvement of the glycemic control but limited
reduction in the frequency of hypoglycemic episodes (Gale,
2000). Similarly, long-actin insulin analogues better control glyca-
emia and diminish, although not completely eliminate, the inci-
dence of hypoglycemia, particularly nocturnal (DeVries et al.,
2007; Little et al., 2011). Lately, the ultra-longactin insulin ana-
logue, degludec, has demonstrated a good glycemic control similar
to other long-acting insulin analogues, but better reduction of noc-
turnal hypoglycemic episodes in type 1 diabetic patients (Birke-
land et al., 2011; Heller et al., 2012).

New alternative treatments are under study such as the so-
called artificial endocrine pancreas. This is a computer controlled
automated device that measures blood glucose concentrations
every 5 min and subcutaneously delivers insulin and glucagon
according to the measured glucose concentration. In comparison
with previous devices, this automated system includes a counter-
regulatory hormonal component, which consists in the injection
of glucagon. A recent report using this system in a group 11 type
1 diabetic patients showed very efficient glycemic control and no
hypoglycemic events in 50% of the patients (El-Kathib et al.,
2010). On the other hand, studies have shown that pancreas trans-
plantation decreases or completely eliminates, in insulin-requiring
patients, the time spent in hypoglycemia (Rickels, 2012). In this
case the mechanisms implicated in the glycemic control include
the partial restoration of glucagon secretion, the recovery of the
sympathoadrenal response, and a regulatory decrease in endoge-
nous insulin secretion. Pancreas transplantation reduces the
administration of exogenous insulin, which in turn decreases the
threat of iatrogenic hypoglycemia (Leitao et al., 2008). Therefore,
whole pancreas transplantation or islet cells transplantation might
represent a viable treatment for type-1 diabetic patients experi-
encing recurrent hypoglycemia. Table 2 summarizes some of the
new treatments for the glycemic control in diabetic patients and
its impact on the incidence of hypoglycemia.

Other strategies to prevent recurrent hypoglycemia have been
recently recommended to patients and clinicians by a workgroup
of the American Diabetes Association and the Endocrine Society
(see Seaquist et al., 2013). These include patient’s education, dietary
intervention, exercise management, medication adjustment, glu-
cose monitoring and clinical surveillance (Seaquist et al., 2013). It
is advised that diabetic patients and their relatives integrate to train-
ing programs aimed to recognize the symptoms of a hypoglycemic
episode and react to resolve it with the oral administration of carbo-
hydrates or glucagon. Patients should be aware of the risks of expe-
riencing hypoglycemia and must be instructed about the modes of
action of the medicaments they have been prescribed, and about
the strategies to avoid the precipitating factors of hypoglycemia
(irregular meals, alcohol ingestion etc.). It is important for the pa-
tient to follow planned meal and medication regimens and always
carry carbohydrates; to prevent nocturnal hypoglycemia patients
should take a snack at bed-time. Blood glucose monitoring and snack
intake before exercising, is advisable to reduce the risk of post-exer-
cise hypoglycemia. Adjustment of the treatment to avoid hypoglyce-
mia unawareness and restore the autonomic response requires a
close contact between the patient and the clinician. In addition, con-
tinuous monitoring of blood glucose is essential for preventing the
risk of recurrent hypoglycemia; automatic continuous monitoring
devices should be considered as an option. Finally, clinicians must
assess the risk of hypoglycemia in their patients and be sure about
the incidence of asymptomatic and symptomatic hypoglycemic epi-
sodes, ensuring that they are properly treated.

On the other hand, investigation in animal models of severe
hypoglycemia has also been focused on the search of alternative
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therapeutic options. Animal studies using acute models of hypo-
glycemia have demonstrated that neuronal death is triggered by
glucose reintroduction after a period of coma, and that neuronal
death is observed from 24 h to 1 week after the coma period. Neu-
ronal damage is induced in part by the production of ROS, which is
largely stimulated by glucose infusion (Suh et al., 2007). Limiting
ROS production and restoring blood glucose to levels not exceeding
the physiological range, prevents neuronal death (Suh et al., 2007).
On the other hand, the administration of pyruvate and lactate in
combination with glucose reduces the death of hippocampal neu-
rons (Suh et al., 2005; Won et al., 2012a; Zhou et al., 2012). Delayed
administration of pyruvate 1 h after glucose reperfusion is still pro-
tective but not when it is administered 3–6 h after glucose infusion
(Suh et al., 2005), suggesting a therapeutic window as close as pos-
sible to coma onset. These results suggest the therapeutic potenti-
ality of antioxidants, lactate and pyruvate administration
combined with glucose to limit the adverse consequences of glu-
cose reperfusion. On the other hand, it has been recently shown
that the administration of minocycline to hypoglycemic rats 6 h
after the coma and daily during 1 week, results in reduced microg-
lial reactivity, neuronal death and cognitive impairment (Won
et al., 2012c). This observations support the therapeutic potential-
ity of the delayed administration of this anti-inflammatory com-
pound for the treatment of profound hypoglycemia. Further
investigation is needed in order to extrapolate these findings to
clinical applications.

6. Conclusions

Overall, the studies described throughout this review lead us to
conclude that acute and selective brain damage is clearly induced
after a single episode of severe hypoglycemia accompanied by iso-
electricity, both in humans and animal rodent models. Studies have
shown that neuronal damage in the hippocampus is involved in the
cognitive alterations observed after severe hypoglycemia.
Although the mechanisms leading to neuronal death are not com-
pletely understood, many factors have been identified at the cellu-
lar level, including oxidative stress, zinc release, activation of
PARP-1 and mitochondrial dysfunction. It has also been demon-
strated that the diabetic condition importantly aggravates neuro-
nal damage and cognitive failure induced by severe
hypoglycemia, although the mechanisms underlying this effect
have not been elucidated. On the other hand, several studies have
also observed discrete neuronal damage, mainly in the cerebral
cortex, after severe hypoglycemia without coma, placing the cortex
as one of the most vulnerable brain regions to non-coma hypogly-
cemic damage. The mechanism responsible of the damage to this

discrete population of cells is still unknown but a role of oxidative
stress has been suggested.

Finally, the consequences of moderate and recurrent hypoglyce-
mia to cognitive function are still controversial, but human studies
suggest impaired performance mainly in memory and attention
tasks in healthy and diabetic individuals, when tested under the
hypoglycemic condition. Neuronal damage under moderate repet-
itive hypoglycemia is scarce but studies suggest that impaired hip-
pocampal synaptic function might be one of the causes of cognitive
failure associated with recurrent hypoglycemia.
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Original Article

Recurrent moderate hypoglycemia
exacerbates oxidative damage and
neuronal death leading to cognitive
dysfunction after the hypoglycemic coma

Gabriela Languren, Teresa Montiel, Leticia Ramı́rez-Lugo,
Israela Balderas, Gustavo Sánchez-Chávez,
Francisco Sotres-Bayón, Federico Bermúdez-Rattoni
and Lourdes Massieu

Abstract

Moderate recurrent hypoglycemia (RH) is frequent in Type 1 diabetes mellitus (TIDM) patients who are under intensive

insulin therapy increasing the risk for severe hypoglycemia (SH). The consequences of RH are not well understood and

its repercussions on neuronal damage and cognitive function after a subsequent episode of SH have been poorly

investigated. In the current study, we have addressed this question and observed that previous RH during seven

consecutive days exacerbated oxidative damage and neuronal death induced by a subsequent episode of SH accompanied

by a short period of coma, in the parietal cortex, the striatum and mainly in the hippocampus. These changes correlated

with a severe decrease in reduced glutathione content (GSH), and a significant spatial and contextual memory deficit.

Administration of the antioxidant, N-acetyl-L-cysteine, (NAC) reduced neuronal death and prevented cognitive impair-

ment. These results demonstrate that previous RH enhances brain vulnerability to acute hypoglycemia and suggests that

this effect is mediated by the decline in the antioxidant defense and oxidative damage. The present results highlight the

importance of an adequate control of moderate hypoglycemic episodes in TIDM.

Keywords

Diabetes, antioxidants, cognitive impairment/decline, glucose, hippocampus, hypoglycemia, risk factors, selective neur-

onal death
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Introduction

Glucose is the major metabolic substrate in brain and
its continuous supply from blood is mandatory for its
correct functioning. Repeated episodes of moderate
hypoglycemia are frequently observed in 70–80% of
Type-1 (T1DM) and 40% of Type-2 (T2DM) diabetes
mellitus patients due to insulin therapy.1,2 Recurrent
moderate hypoglycemia (RH; <70�>55mg/dl blood
glucose) increases the risk for severe hypoglycemia (SH;
<55mg/dl), which has been reported in 36% and 7% of
TIDM and T2DM patients, respectively, with an inci-
dence of one episode per patient per year.3–5

Hypoglycemia is alleviated by the hormonal autonomic
counter-regulatory response, which stimulates glyco-
genolysis and glyconeogenesis.6,7 This response is

blunted in T1DM patients, who are unable to respond
to the autonomic signs of hypoglycemia (hypoglycemia
unawareness).4,7,8 A single episode of hypoglycemia
induces defective glucose counter-regulation, favoring
recurrent hypoglycemia (RH) and increasing the
patient’s vulnerability to SH.6,9 Conversely, patients
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treated for SH are at risk for RH.10 SH can progress to
seizures and the hypoglycemic coma in approximately
25% of the episodes.11 A prolonged period of hypogly-
cemic coma induces oxidative stress and neuronal
death12,13 and associates with cognitive dysfunction in
rodents and humans.10,14–16 However, the effect of
previous episodes of RH on brain damage induced by
SH, is poorly understood.

Moderate hypoglycemia is more common than SH
in T1DM patients, particularly in children and adoles-
cents. Although not an immediate threat, a repeated
history of RH might cause cognitive dysfunction.17,18

Studies show that RH in healthy animals induces syn-
aptic alterations, oxidative stress and limited neuronal
death in the cerebral cortex13,19,20 and even improve-
ment of spatial memory.20–22 In diabetic animals, RH
associates with increased cognitive deficit and oxidative
damage, suggesting that diabetes exacerbates the
damaging effects of hypoglycemia.13,23–25 Conversely,
diabetes is associated with oxidative stress26,27 and
cognitive decline, which might be enhanced by
hypoglycemia.28–31

The repercussions of RH on brain function after a
subsequent episode of SH are not well understood.
In the present study, we have addressed this question
in healthy animals, precluding the influence of diabetic
pathology. Results indicate that animals exposed to
RH do not show neuronal death, oxidative damage
or cognitive decline despite a partial decrease in the
content of reduced glutathione (GSH) and increased
lipoperoxidation (LPO). However, RH notably aug-
mented oxidative damage and the number of dead
cells in the cortex, the striatum and mainly in the
hippocampus of animals exposed to a subsequent
short period of hypoglycemic coma. These animals
showed a large decrease in GSH content and severe
cognitive impairment. Treatment with the antioxidant,
N-acetyl-L-cysteine (NAC), significantly reduced neur-
onal death and prevented cognitive decline. The present
results demonstrate that in non-diabetic animals, pre-
vious RH can enhance brain vulnerability to SH and
suggest that this effect is mediated by a decrease in the
antioxidant defense and oxidative damage.

Material and methods

Three-month-old male Wistar rats (280–300 g) obtained
from Instituto de Fisiologı́a Celular (IFC), Universidad
Nacional Autónoma de México were treated according
to The National Institute of Health Guide for the care
and use of laboratory animals (NIH publication No.80-
23 revised 1996), and experimental protocols were
approved by the Committee for the Care and Use of
Laboratory Animals (CICUAL) of the IFC (LMT101-
16). All efforts were made to minimize the number

of animals used. Animals were housed in individual
cages under standard dark/light cycle and temperature
conditions with food and water at libitum. Experiments
are reported in compliance with the ARRIVE guide-
lines (Animal Research: Reporting in Vivo
Experiments). A sample size of six to seven animals
per group was used to achieve reliable statistical
power and minimize the number of animals used.

Induction of recurrent moderate hypoglycemia

RH was induced (in the home cage) in non-anesthetized
non-fasted animals receiving a daily intraperitoneal
(i.p.) injection of 6.5 insulin units (IU, Humulin 70/
30, Eli Lilly, Indianapolis, USA) between 11 and
12:00 a.m. during seven consecutive days, while control
animals were injected with vehicle solution (0.1% acetic
acid) (Supplementary Figure 1(a)). Moderate hypogly-
cemia was defined as blood glucose between 40 and
55mg/dl, without loss of consciousness or seizures.
Blood glucose was measured from the tail vein using
a One Touch Ultra meter, every 60min after
insulin injection, and was maintained at 2.2–3.0mM
(40–55mg/dl) for 2.5–3 h (Supplementary Figure 1(a)).
Rats spontaneously recovered euglycemia after food
addition. Twenty-four hours after the last hypogly-
cemic episode, animals were euthanized under pento-
barbital overdose anesthesia and brains were prepared
for histology (see below). Independent groups were
used for behavioral tests (see below).

Induction of hypoglycemic coma (SH)

One week before the induction of hypoglycemia, ani-
mals were implanted with epidural electrodes under
2.5–3.0% isofluorane anesthesia for two channel
(right and left hemispheres) electroencephalographic
recordings (EEG). Meloxicam (1mg/kg i.p) was used
as post-surgery anesthesia. Before SH induction, food
was restricted to four pellets overnight. For EEG rec-
ording, animals were maintained in acrylic special
cages. The experimental animals were randomly distrib-
uted among the different experimental groups as fol-
lows: (1) SH: animals received an i.p injection of
32 IU (Humulin 70/30, Eli Lilly, Indianapolis, USA)
and after 2–3 h of SH (blood glucose levels <1.0mM),
they lost their righting reflex and hypoglycemia was
left to progresses to EEG isoelectricity (coma) for
7–10min. Animals were immediately rescued with an
i.p. (300ml) bolus of 25% glucose in Krebs-Henseleit
Buffer followed by a continuous intravenous perfusion
at a rate of 1.5ml/h during 3 h through the tail vein
using a perfusion pump (Harvard Apparatus 22,
South Natik, MA, USA) (Supplementary Figure
1(b)). (2) RH/SH: animals were treated with moderate
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RH during seven days and 24 h after the last episode
SH was induced and left to progress to 7–10min coma.
Immediately afterwards, rats were rescued with glucose
as described above (Supplementary Figure 1(c)).
(3) NAC: animals were identically treated to those of
the RH/SH group, except that they received one sub-
cutaneous administrations of 100mg/kg NAC in dis-
tilled water (Sigma–Aldrich St. Louis MO, USA) 1 h
after glucose reperfusion and one daily injection
during the following four days (five total administra-
tions at 2:00 p.m.). Experimental protocols are
described in Supplementary Figure 1. Twenty-four
hours after all treatments, animals were anesthetized
(pentobarbital overdose) and intracardially perfused
with 0.9% saline solution followed by 4% paraformal-
dehyde in 0.1mol/L phosphate buffer, pH 7.3; brains
were extracted and fixed during 24 h in paraformalde-
hyde and transferred to a 20–30% sucrose gradient
(24 and 72 h, respectively) and 25 mm coronal slides
were obtained in a cryostat for histological analysis.
Independent groups were treated and randomly distrib-
uted for behavioral tests; they were euthanized at the
indicated times. Animals showing seizures (less than
10%) were discarded. One animal from the NAC
group was discarded due to the lack of exploratory
activity in the open field test.

Evaluation of neuronal death

Neuronal death (n¼ 68 total animals, distributed as
follows: n¼ 7 per group evaluated at 24 h; n¼ 6 per
group evaluated at 5 days and n¼ 7 per group evalu-
ated at 16 days after the different treatments) was eval-
uated using Fluoro Jade B (FJB) for the identification
of degenerating neurons, as described.32 Sections were
imaged under a fluorescence microscope (Leica
DM1000) using a FITC filter (395–590 nm). The total
number of FJB-positive cells in the parietal cortex and
the striatum was quantified in 18 coronal sections of
25 mm (3.20 to �4.20 from bregma), while 4 sections
were used for the hippocampus. In this case, cells
were counted in an area of 200 mm2 of the different
hippocampal subregions (CA1, CA3, dentate gyrus
(DG) and hilus) using the Image J program. Data are
expressed as the total number of degenerating cells in
these four sections. Cell damage was confirmed by Nissl
staining at 24 h (n¼ 7 per group) and five days (n¼ 4
per group), and the number of condensed darkly
stained cells or pyknotic nuclei were counted in con-
secutive brain sections to those labeled with FJB. In
the case of the NAC experiment, FJB and Nissl-positive
cells were counted in three areas of 200 mm2 of the DG
comprising the inferior and superior blades and the
crest of the DG. To monitor DNA fragmentation, the
TUNEL Roche In Situ Cell Death Detection Kit was

used following the manufacturer instructions (Roche
Applied Science, USA). Briefly, adjacent sections were
blocked with 3% peroxide in methanol for 10min at
room temperature. Slides were incubated in a mixture
containing sodium citrate 0.1%/triton 0.1% for 10min
followed by TUNEL reaction mixture (5 ml TdT
enzyme, 5 ml Biotin-dUTP, 90 ml TdT buffer) for
90min at 37�C. Slides were washed and counterstained
with Hoechst (0.001% in PBS) for 10min at room
temperature to facilitate the identification of TUNEL-
positive cells.

Immunohistochemistry

Twenty-four hours after the treatments (n¼ 7 per
group), oxidative protein modification was detected
using polyclonal anti-4-2-hydroxy-2-nonenal (4-HNE)
(Alpha Diagnostic International, San Antonio, Texas,
USA) and monoclonal anti-3-Nitrotyrosine (Cayman
Company, Ann Arbor Michigan, USA) antibodies.
Coronal 25 mm sections were incubated with anti-4-
HNE or anti-3-NT antibodies (1:200 dilution) for 72 h
at 4�C and anti-mouse DyLight 594 or anti-rabbit
DyLight 488 (Jackson ImmunoResearch Lab. Inc.
West Grove, Pennsylvania, USA, 1:250 dilution)
secondary antibodies, for 2 h at room temperature.
Three sections per animal were examined and represen-
tative images were obtained by confocal microscopy
(Leica TCS SP5) using a scanning mode for lasser 488
and 546 nm. As a control for antibody specificity, brain
sections were incubated with the secondary antibody in
the absence of the primary antibody and immunoreac-
tivity was observed.

LPO levels

Twenty-four hours after the treatments (n¼ 7 per
experimental group and n¼ 10 control group), brain
homogenates from parietal cortex, hippocampus and
striatum were obtained to determine malondialdehyde
(MDA) levels using the thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) method as described in Haces
et al.33 Briefly brain tissues were homogenized in
0.5ml of 1.15% KCL/0.4mM sodium azide and incu-
bated at 37�C for 20min. Suspensions were centrifuged
at 14,000 rpm, mixed with thiobarbituric acid at 0.75%
(Merck, Darmstadt Germany) and incubated at 50�C
for 20min. The protein concentration was determined
by Bradford’s method and data are expressed as nmol
MDA/mg of protein.

Reduced GSH determination

Reduced GSH (n¼ 3–7) was determined using the
fluorometric o-phthalaldehyde (OPA) method as
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described by Senft et al.34 12 and 24 h after the treat-
ments. Briefly, parietal cortex, hippocampus and stri-
atum were dissected, weighed and homogenized in
detection buffer containing 20mM HCl, 5mM DTPA
and 10mM ascorbic acid; samples were rapidly centri-
fuged at 20,000 rpm for 20min. For GSH
determination, 5% trichloroacetic acid, 7.5mM
N-ethylmaleimide (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) and 100 ml o-phthaldialdehyde (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) (used as derivatizing
agent to react with GSH) were added to 5 ml super-
natant. After mixing, samples were incubated at room
temperature for 30min. Fluorescence was read at
365 nm excitation and 430 nm emission. GSH concen-
trations were calculated and expressed as nmol/mg
tissue based on standard curve.

Behavioral tests

Water maze

Forty-eight hours after the treatments, animals were
habituated in an isolated testing room for 30min.
Rats (n¼ 7 per group, 28 total animals) were trained
(9:00 a.m.) during five days (five trials per day) in a
circular pool divided in four quadrants where a plat-
form was hidden 1 cm under the water at constant tem-
perature (21�C) as described in Delint-Ramı́rez et al.35

Twenty-four hours after the last day of training (7 days
and 15 days after the SH), the memory test was per-
formed. The platform was removed and animals were
allowed to swim during 60 s. The latency and number of
crossings through the quadrant where the platform was
initially placed were recorded with the Ethovision video
tracking.

Contextual fear conditioning

At 48 h after the treatments, different series of animals
(treated and non-treated with NAC, n¼ 6–9 per group,
33 total animals) were trained for contextual fear con-
ditioning (9:00 a.m.) and they were tested 24 h later.
This was carried out in standard operant chambers
(Coulbourn Instruments) located inside sound-attenu-
ating boxes (Med Associates) in an isolated testing
room. The floor of the chambers consisted of stainless
steel bars that delivered scrambled electric footshock.
Between experiments, shock grids and floor trays were
cleaned with soap and water, and the walls with wet
paper towels as described in Sotres-Bayon et al.36 On
day 1, rats habituated during 5min to the chamber were
immediately followed by fear conditioning to the con-
text consisting of five 2 s, 0.8 mA foot shocks. The inter-
val between successive foot shocks was variable with an
average of 2min. The next day (day 2), rats were tested

for contextual fear conditioning memory during 10min.
Behavior was recorded with digital video cameras.
Freezing was used as a measure of conditioned fear.
Freezing was defined as the absence of all movement
except for those related to breathing. The amount of
time spent freezing to the context was expressed as a
percentage of the total time in the chamber.

Open field

Twenty-four hours after contextual fear conditioning
memory test (10:00 a.m.), rats were placed at the
center of a wooden open arena (90 cm length� 90 cm
width� 60 cm height) with a textured floor illuminated
by 22 lux of intensity. Grid lines drawn on the floor of
the arena (30� 30 cm) divided it into a peripheral
region (within 60 cm of the walls) and a central region
(30� 30 cm) of approximately equal area. Behavior was
recorded for 10min with a digital video camera and
analyzed with commercially available video tracking
software (ANY-maze, Stoelting). The total distance
traveled (cm) was taken as an index of the locomotor
activity and the number of entries to the center of open
field as an anxiety index.

Statistical analysis

Data are expressed as mean� SEM (Standard Error of
the mean) and analyzed by one-way ANOVA followed
by a Fisher’s least multiple comparison test, except for
neuronal damage comparisons between NAC-treated
and non-treated groups, which were compared by
Student’s t test. Behavioral tests were analyzed by the
Kruskal–Wallis non-parametric test for Water Maze
and Tukey for fear conditioning.

Results

Changes in blood glucose and EEG recordings

No significant differences were found in mean basal
blood glucose concentration (99.66� 1.20mg/dl)
among the different animal groups. In animals exposed
to RH blood, glucose declined to 40mg/dl 30min after
insulin administration and remained between 40 and
45mg/dl during the following 3 h. Glucose was recov-
ered after food addition (Supplementary Figure 2(a)).
The daily mean blood glucose concentration reached
during the 3-h period of moderate hypoglycemia was
40mg/dl (Supplementary Figure 2(b)). In animals
exposed to SH alone and to RH/SH, glucose concen-
tration rapidly declined after 30min insulin administra-
tion and remained� 20mg/dl during the next 2.5–3.0 h
up to isoelectricity. It partially recovered 1 h after glu-
cose reperfusion and at 24 h it reached control values in
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all animals groups (Supplementary Figure 2(a)). Basal
cerebral activity was recorded for 30min before insulin
administration and no differences were observed
between the groups. After 2–3 h, the EEG characteristic
changes of hypoglycemia reported in previous studies
were observed.33 When glucose was close to 20mg/dl,
electrical brain activity slowed and was completely
absent during the coma period. Normal brain activity
was recovered 1 h after glucose reperfusion
(Supplementary Figure 2(c)).

Neuronal death induced by the hypoglycemic coma is
exacerbated by previous RH

Figures 1 to 2 show the number of degenerating cells at
24 h and 16 days after the induction of coma. No
degenerating cells were observed in animals from the
control and RH groups in any of the regions studied
(Figures 1(a) and (c) and 2(a)). Twenty-four hours after

the animals were exposed to the hypoglycemic coma
(9.5� 0.54min) alone (SH), degenerating cells were
observed in the parietal cortex and the dorsolateral stri-
atum (Figure 1), while in the hippocampus, degenerat-
ing cells were observed only in the crest of DG in 50%
of these animals (Figure 2(a), (b) and (d)). Animals
examined 16 days after the coma (8.0� 0.36min),
showed a lower number of FJB-positive cells in the
parietal cortex and the striatum (Figure 1(b) and (d)),
while in the crest of the DG, FJB-positive cells were no
longer visible (Figure 2(c)).

Animals exposed to coma (9.5� 0.20min) and pre-
viously treated with RH (RH/SH), exhibited a signifi-
cant increase in the number of degenerating cells in the
parietal cortex and the striatum as compared to those
treated with SH alone at 24 h. This increase was also
observed when animals were examined 16 days after
RH/SH (7.28� 0.42min of coma) (Figure 1(b) and
(d)). Representative micrographs showing FJB-positive

Figure 1. Neuronal death induced by the hypoglycemic coma in the parietal cortex and the striatum is exacerbated by antecedent

RH. Neuronal death was evaluated 24 h and 16 days after the treatments and the number of FJB-positive cells was counted.

Representative micrographs showing no FJB-positive in control and RH-treated animals and degenerating cells in the parietal cortex (a)

and the striatum (c) of animals exposed to SH and RH/SH. (b–d) Cell death was exacerbated in animals exposed to RH/SH at 24 h and

16 days after the treatments. Data are expressed as mean� SEM from seven animals per group. *p< 0.0001 relative to control and

RH, #p< 0.0001 relative to SH.
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cells of animals exposed to the different treatments are
shown in Figure 1(a) and (c). Similarly, the hippocam-
pus showed a dramatic elevation in the number of
degenerating neurons, which were present not only in
the crest of the DG but also in the superior and inferior
blades of the DG, the hilus, CA1 and CA3
(Figure 2(a)). This increase was statistically different
relative to the SH group at 24 h and 16 days in all
hippocampal regions (Figure 2(b) and (c)). These
results were corroborated by the quantification of
pyknotic cells in Nissl-stained sections
(Supplementary Figure 3). Representative micrographs
showing degenerating neurons in animals exposed to
the different treatments are shown in Figure 2(a) and
(d). The presence of pyknotic cells correlated with FJB

labeling in the parietal cortex, the striatum (not shown)
and the hippocampus (Figure 2(d)). Similarly,
TUNEL-positive nuclei, indicative of DNA fragmenta-
tion were found in the parietal cortex, the striatum
(Supplementary Figure 4) and the hippocampus
(Figure 3(a)) of animals of the RH/SH group, while
in animals exposed to coma alone, TUNEL-positive
nuclei were observed only in the DG (Figure 3(b)).
In control and RH groups, no TUNEL-positive
nuclei were observed in any region (Supplementary
Figure 4). Altogether, these observations indicate that
RH increases the vulnerability to neuronal death in the
parietal cortex, the striatum and mainly in the hippo-
campus of animals exposed to a subsequent short
period of coma.

Figure 2. Neuronal death induced by the hypoglycemic coma in the hippocampus is exacerbated by antecedent RH. Neuronal death

was evaluated 24 h or 16 days after the different treatments in brain sections stained with Nissl or FJB. (a) Representative micrographs

showing degenerating cells only in the crest of the DG of animals exposed to SH and extensive neuronal death in animals from the RH/

SH group. (b–c) Quantitative data showing exacerbated neuronal death in animals exposed to RH/SH at 24 h or 16 days. (d)

Representative micrographs showing FJB-positive and pyknotic cells in the different hippocampal subregions of rats exposed to the

different treatments. Data are expressed as mean� SEM from seven animals per group. *p< 0.0001 relative to control and RH,
#p< 0.0001 relative to SH.
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RH aggravates cognitive impairment induced by the
hypoglycemic coma

According to the above-described results, RH notably
enhanced neuronal death induced by the hypoglycemic
coma in the hippocampus. Therefore, we aimed to test
whether animals exposed to RH/SH showed memory
impairment using two hippocampal-dependent memory
tests. Figure 4(a) shows that during the five days of
training in the water maze, the latency to locate the
platform decreased similarly in all experimental
groups indicating no difference in learning acquisition.
At seven days after the coma, the SH and the RH/SH
groups exhibited a significant decrease in number of
crossings relative to controls, while animals exposed
to RH alone showed no significant decrease
(Figure 4(b)). At 15 days after the coma, only animals

from the RH/SH showed a significant decrease in the
number of crossings suggesting a long-term change in
spatial memory (Figure 4(c)).

Figure 4(d) shows the performance of animals on the
contextual fear conditioning. No statistical differences
were found during contextual fear acquisition (day 1)
since a similar percent freezing was observed in all
groups. In the retrieval test (day 2), only the RH/SH
group showed a significant decrease in the percent
freezing relative to the control and the RH groups
(Figure 4(d) right panel). No changes in locomotor
activity and anxiety were found in any of the groups
(Figure 4(e) and (f)). These data are in agreement with
the spatial memory test and suggest that RH preceding
the hypoglycemic coma exacerbates cognitive decline,
which correlates with the presence of degenerating neu-
rons in the hippocampus.

Figure 3. DNA fragmentation induced by the hypoglycemic coma is exacerbated by RH. The presence of DNA fragmentation

was examined by the TUNEL assay and Hoechst was used as counterstain. (a) Representative micrographs showing TUNEL-positive

cells in CA1 and the DG of rats treated with RH/SH. (b) In rats exposed to SH alone TUNEL-positive were detected only in the crest

of the DG.
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RH preceding the hypoglycemic coma induces
oxidative damage

Oxidative stress has been highly implicated in neuronal
death induced by the hypoglycemic coma.12,32,33,37

Therefore, we aimed to evaluate the presence of the
LPO product 4-HNE and 3-NT residues in proteins
by immunohistochemistry. 4-HNE positive cells were
observed in the parietal cortex, the striatum and all

hippocampal subregions of animals of the RH/SH
group, while in the control, RH and SH groups, 4-
HNE inmmunoreactivity was not observed (Figure 5).
As shown in the Figure 6, 3-NT-positive cells were
observed mainly in the parietal cortex, DG and hilus
of animals exposed to RH/SH. In contrast, no 3-NT
immunoreactivity was observed in control, and RH
groups, and only a few cells were observed in the par-
ietal cortex of some animals of the SH group (Figure 6).

Figure 4. Previous RH aggravates cognitive impairment induced by the hypoglycemic coma. Spatial memory test (Water maze) was

performed 7 and 15 days after the treatments. (a) Learning curve of animals exposed to the different treatments. (b) At day 7, animals

of the SH and RH/SH groups showed a decrease in the number of crossings. (c) At 15 days, only animals of the RH/SH group showed a

significant decrease in the number of crossings. Data are expressed as mean� SEM from seven animals per group. *p< 0.01 relative to

control #p< 0.05 relative to SH. Contextual fear conditioning test was performed 48 h after the treatments. (d) No statistical

differences between the groups were observed in the acquisition phase (day 1). The RH/SH group showed a significant decrease, while

the NAC group showed no change in the percent freezing relative to control and RH groups during retrieval (day 2). Data are

expressed as mean� SEM from six to nine animals per group. *p< 0.0001 relative to control and RH &p< 0.05 relative RH/SH. (e) No

significant changes were observed between groups in (e) locomotor activity and (f) anxiety tests. (g) Number of damaged cells (FJB-

positive group and pyknotic Nissl stained) in the dentate gyrus (DG) and CA1 of animals of the RS/SH and the NAC groups, 24 h after

the fear-conditioning test. Data are expressed as mean� SEM from four to six animals per group. &p< 0.002 relative to RH/SH). (h)

Representative images showing the protective effect induced by NAC administration against cell damage (FJB-positive cell and pyknotic

cells in Nissl stained section) induced in the DG and CA1 after exposure to RH/SH.
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Results suggest that RH facilitates oxidative damage to
proteins in animals exposed to a subsequent short
period of coma, which correlates with the presence of
cell death.

Then we aimed to investigate whether a decrease in
reduced GSH, the major antioxidant defense in brain,
was involved in oxidative damage observed in animals
treated with RH/SH. As observed in Figure 7, RH
induced a partial (from 23 to 30%) but significant
decrease in GSH, while animals of the RH/SH
group showed a further decrease (from 49 to 58%)
in GSH in all brain regions, the largest change was
observed in the hippocampus (58%). The changes in
GSH content were observed at 12 h after the end of
treatments and were maintained at 24 h in all regions.

These results suggest that a reduction in GSH contrib-
utes to enhanced oxidative damage in animals from
the RH/SH group. Supporting this hypothesis, we
observed that treatment with the antioxidant NAC,
completely prevented cognitive decline in the context-
ual fear conditioning test (Figure 4(d)) and reduced
hippocampal neuronal damage (Figure 4(g) and (h)).
The number of pyknotic neurons and neurons positive
to FJB was significantly reduced in the DG, CA1
(Figure 4(g) and (h)), CA3 and hilus (not shown). In
the RH group, a significant increase in LPO was
observed in all brain regions studied (Supplementary
Figure 5); however, as in the case of GSH, increased
LPO did not correlate with oxidative damage in these
animals.

Figure 5. Immunoreactivity to 4-HNE in the brain of animals exposed to RH/SH. Representative fluorescent images showing the

presence of 4-HNE-positive cells in (a) parietal cortex, (b) striatum and (c) hippocampus of animals treated with RH/SH. No 4-HNE-

positive cells were detected in control, RH and SH groups.

Languren et al. 9



Discussion

TIDM is a long-term disease frequently diagnosed
during infancy and a 3–4% annual increase rate in chil-
dren and adolescents has been estimated in Europe.3,18

TIDM patients under strict insulin treatment can show
one to two episodes per week of moderate hypogly-
cemia, which increases the risk for SH (one episode
per year) due to a blunted counter-regulatory hormonal
response and hypoglycemia unawareness.1–5 Mild to
moderate hypoglycemia has been described as blood
glucose< 70mg/dl and> 55mg/dl without loss of
consciousness, while SH is considered when blood glu-
cose falls below 50mg/dl, is accompanied by seizures,
altered consciousness or coma and requires external
assistance for treatment with carbohydrates or gluca-
gon.3,37,38 Hypoglycemic episodes can last for several
hours (from 1 to 5 h), as those reported during noctur-
nal hypoglycemia.39 TIDM patients are exposed to
mild RH for a life-time, and although at moderate
levels, hypoglycemia has not been considered a poten-
tial threat, its consequences on brain function either
alone or when it is followed by an episode of SH, are
unknown so far. In the present study, we have
addressed this question in a short-term period and as
such, the frequency of moderate hypoglycemia was
increased to seven consecutive episodes. To mimic
T1DM patient’s condition, moderate hypoglycemia
periods were induced by decreasing blood glucose
to 55–40mg/dl during 2.5–3 h, without loss of

consciousness or seizures and spontaneous recovery of
euglycemia after food addition. SH was induced by the
fall in blood glucose to 20mg/dl or below accompanied
by 7–10min of EEG isoelectricity (coma state).

The most important finding of the present study is
that previous RH exacerbates oxidative damage and
neuronal death, leading to memory impairment in ani-
mals subsequently exposed to a short period of coma.
In previous studies, we have demonstrated that short
5–10min coma episodes induce neuronal death mainly
in the parietal cortex but not in the hippocampus except
for the crest of the DG.32,33 In the present study, we
demonstrate that animals exposed to a brief period of
coma, which were previously treated with RH, show
enhanced neuronal death in the parietal cortex and
the striatum, but notably in the hippocampus, where
degenerating and pyknotic cells are present in all hip-
pocampal subregions. Degenerating neurons were
observed even 16 days after the coma and correlated
with deficient spatial memory. Cognitive decline was
confirmed by defective performance in the contextual
fear-conditioning retrieval test and interestingly we
observed that in both spatial and contextual memory
tests, mainly the consolidation of memory was
impaired. When animals were exposed to coma alone
(SH), only a transitory memory decline was present,
consistent with the lack of degenerating neurons in
the hippocampus, except for a small population
of cells in the crest of the DG. Previous studies have
implicated oxidative stress in neuronal death after

Figure 6. Immunoreactivity to 3-NT in the brain of animals exposed to RH/SH. Representative fluorescent images showing the

presence of 3-NT-positive cells in the parietal cortex and the hippocampus of animals treated with RH/SH. No 3-NT-positive cells

were detected in control and RH groups and only a few cells were observed in the parietal cortex of animals of the SH groups.
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a prolonged period of hypoglycemic coma.12,13,40,41 In
agreement, we observed immunoreactive cells to 4-
HNE and 3-NT in brain regions showing dead cells in
animals treated with RH/SH. 4-HNE and 3-NT react
with proteins altering their function.42,43 Thus, neur-
onal death correlates with oxidative alteration of pro-
teins, which might be caused by a deficient antioxidant
defense, based on the significant reduction in GSH con-
tent in all brain regions. Supporting this conclusion, it
was observed that animals treated with NAC showed a
significant reduction in the number of degenerating
neurons and pyknotic cells in the hippocampus and
no memory deficit in the contextual fear-conditioning

test. GSH is the main antioxidant defense in the ner-
vous system and its decrease is associated with oxida-
tive stress and cell damage.44,45 In addition, NAC has
been demonstrated to have antioxidant actions and to
restore GSH levels in rodents’ brain after systemic
administration.46 Furthermore, it was recently reported
that treatment with NAC prevents neuronal damage
induced by a prolonged period of hypoglycemic
coma.41 Besides a deficient antioxidant defense,
decreased glucose brain metabolism might also contrib-
ute to exacerbated hypoglycemic neuronal death
induced by antecedent RH. A previous study has
shown that three consecutive episodes of antecedent
hypoglycemia result in decreased glucose oxidation in
the brain of animals tested under acute hypoglycemia.47

The observed enhancement of hypoglycemic neur-
onal damage induced by antecedent RH, is in agree-
ment with previous studies showing that exposure to
RH in diabetic rats exacerbates brain injury induced
by a short period of acute ischemia. This effect correl-
ates with mitochondrial superoxide production impli-
cating oxidative stress.48 In contrast, a previous study
showed that previous RH during three days elicited a
preconditioning effect, reducing the number of degen-
erating neurons and preventing cognitive impairment
induced by acute hypoglycemia in non-diabetic ani-
mals.49 However, in that study, the presence of seiz-
ures possibly highly contributed to neuronal death,
masking the effect of RH on hypoglycemic damage.
In addition, a lower number of moderate hypoglycemic
periods was used.

Rats treated with RH alone showed a partial decrease
in GSH, which correlated with increased LPO but no
oxidative damage, cell death or cognitive decline. The
absence of neuronal death in this group of animals might
result from the lack of glucose infusion since they were
allowed to recover euglycemia after food addition. It is
well known that glucose reperfusion plays a major role
in neuronal death, mainly when blood glucose exceeds
physiological levels resulting in hyperglycemia.40,50,51

Previous data have reported a decrease in GSH content
even after a single episode of moderate hypoglycemia,52

and some studies have shown that RH in healthy ani-
mals produces an increase in LPO and 4-HNE immu-
noreactivity, without leading to significant neuronal
death or cognitive decline.13,19,25 Furthermore, studies
have reported that RH in healthy animals can even
improve cognitive performance due to synaptic changes
and brain metabolic adaptations.20,21,22,53

In summary, the present results demonstrate that
previous RH can have an adverse effect on subsequent
SH in healthy animals, and suggests that this effect is
mediated by the decline in the antioxidant defense and
oxidative damage. It is expected that the consequences
of RH treatment used in the present conditions could

Figure 7. Changes in GSH content after RH and RH/SH.

Animals were exposed to the different treatments and 12 and

24 h later reduced GSH levels were measured in different brain

regions. Animals exposed to RH show a significant moderate

decrease in reduced GSH in all brain regions, which is further

decreased in animals from the RH/SH group (n¼ 3–7 animals per

group). Data are expressed in means� SEM. *p< 0.01 relative to

control; #p< 0.01 relative to RH.
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be aggravated under diabetic conditions. Recent
studies have demonstrated that the effects of RH on
oxidative stress and the antioxidant defense are exacer-
bated in diabetic animals, enhancing cognitive
decline.13,24,25,54 Furthermore, depletion of Nrf2, a
major transcription factor regulating the antioxidant
defense, exacerbates RH-induced oxidative damage to
proteins and cognitive decline in control and diabetic
animals.25

The present observations demonstrate that RH ren-
ders the brain and particularly the hippocampus, more
vulnerable to oxidative damage and neuronal death
induced by a subsequent episode of hypoglycemic
coma, ultimately leading to cognitive dysfunction.
These observations highlight the relevance of the his-
tory of hypoglycemic episodes in TIDM patients and
help us to estimate the consequences of RH on a sub-
sequent episode of SH.
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for computer facilities. GL performed this study in partial
fulfillment of the requirements of the Programa de
Doctorado en Psicologı́a at the Universidad Nacional

Autónoma de México (UNAM).
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