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RESUMEN 
 

La teoría de los radicales libres sugiere que las Especies Reactivas de Oxígeno 
(ERO), formadas dentro de la célula, causan una acumulación de daños tal que 
provoquen una disminución de las funciones celulares y por ende del organismo. Para 
contender con las ERO existen agentes antioxidantes como la catalasa, que es una 
enzima que juega un papel muy importante en la descomposición del H2O2, evitando la 
generación de radicales OH• por la reacción de Fenton. 

En este trabajo se estudió el efecto de los niveles de la catalasa sobre el daño 
oxidativo, la senescencia celular y el envejecimiento. Para esto se utilizaron ratones 
modificados genéticamente por recombinación homóloga en células troncales 
embriónicas, tal que carecen de esta enzima en todos los órganos (ratones cas-/-), y se 
compararon con ratones silvestres. No se encontraron, a simple vista, anormalidades en 
el desarrollo, morfología y fenotipo de los ratones y fibroblastos embrionarios de 
ratones cas-/-, comparado con los silvestres. No hay una diferencia significativa en el 
peso corporal de los ratones machos mutantes, comparado con los silvestres, analizados 
de 3 a 10 meses de edad. 

Se encontró que los niveles de dienos conjugados y de malondialdehído (MDA), 
varían según el tejido y la edad, en los ratones mutantes y silvestres. En general, no se 
encontró mayor daño oxidativo en ratones cas-/- comparado con los silvestres; es más, 
sorprendentemente los niveles de dienos conjugados a los 8 meses es mayor en los 
tejidos de los ratones silvestres que en el de los mutantes. En la mayoría de los tejidos 
de ratones cas+/-, los niveles de MDA son menores que en los tejidos de ratones cas+/+ y 
cas-/-. Se presentaron cambios ontogénicos en los niveles de carbonilos de tejidos de 
ratones silvestres, con un aumento significativo a los 8 meses de edad, que no se 
presentó en los mutantes. El análisis de supervivencia indica que existe una diferencia 
en el porcentaje de sobrevivencia de animales cas-/- en comparación con los silvestres en 
edades avanzadas y particularmente en las hembras, aproximadamente después de los 
20 meses de edad. Estos resultados, aunados con que el doblaje de la población de los 
fibroblastos de ratones cas-/- y cas+/+ con respecto al tiempo, se comportan de manera 
similar, sugieren la posibilidad de que se generen efectos compensatorios por la falta de 
catalasa que hacen más eficiente la defensa antioxidante, pero que esto depende del 
tejido, del nivel de la catalasa y de la edad del organismo.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



I. INTRODUCCIÓN 
 

El organismo, desde su formación, sufre diversos cambios bioquímicos necesarios 
para su desarrollo o función, pero éstos también pueden ser deletéreos tal que le 
provoquen un mal funcionamiento y eventualmente la muerte. El organismo en general, 
tiene un tiempo de vida promedio que pudiera depender en parte de un programa 
genético, pero también del medio ambiente al que es expuesto, entre otras causas. Por 
ejemplo, el oxígeno captado en la respiración por un organismo, en las células es 
reducido a agua en un proceso donde se generan intermediarios altamente reactivos. 
Cuando el oxígeno molecular capta un electrón proveniente de un agente reductor, se 
genera el anión superóxido (O-

2); la adición de otro electrón conduce a la formación del 
peróxido de hidrógeno (H2O2), que es una molécula reactiva por tener enlaces débiles; 
la ganancia de otro electrón genera la formación del radical hidroxilo (OH•), que es una 
molécula muy reactiva con un electrón libre no apareado; finalmente la incorporación 
de un cuarto electrón conduce a la formación de agua. Así, estas especies reactivas de 
oxígeno (ERO) generadas por el metabolismo, por ser reactivas, son capaces de oxidar 
moléculas orgánicas, y pueden generar inestabilidad genética y muerte celular entre 
otros, especialmente si los mecanismos de defensa son insuficientes (Johnson, 1999). Al 
estado en el cual la concentración de las especies reactivas de oxígeno es tal que pueda 
dañar a las macromoléculas de la célula se le denomina estrés oxidativo. 
 

−•−+− ⎯→⎯+⎯→⎯⎯→⎯+⎯→⎯ −−−− OHOHOHOHHOO
eeee 2222 2          (1) 

 
Para contender con el estrés oxidativo, existen en los organismos diferentes clases 

de defensas antioxidantes, que son moléculas capaces de prevenir o neutralizar los 
efectos de los radicales libres, pueden ser agentes enzimáticos o no enzimáticos, 
generados en el organismo o provenientes de las dietas. Entre los enzimáticos se 
encuentran las enzimas superóxido dismutasas (SODs), las catalasas y las peroxidasas. 

Sin embargo, la acción de los agentes antioxidantes no es perfecta y su efecto se 
puede ver disminuido por altas concentraciones de las especies reactivas de oxígeno 
(ERO), estimulada por la contaminación (por ejemplo, en la adición de óxido de 
nitrógeno), por el efecto de la radiación ultravioleta, y por el paso del tiempo, entre 
otras causas. Las consecuencias moleculares del estrés oxidativo incluyen modificación 
a proteínas, lípidos y DNA.  

Se ha visto que los fibroblastos de ratón en cultivo expuestos a diferentes 
porcentajes de oxígeno, muestran cambios en la tasa de proliferación celular, y 
experimentan una mayor acumulación del daño al DNA con un 20% de O2 que con 3% 
de O2 (Parrinelo et al, 2003). Lo anterior sugiere que la proliferación de células dañadas 
por agentes oxidantes está relacionada con el número de veces que un fibroblasto en 
cultivo puede replicarse, y que el daño al DNA limita la proliferación de fibroblastos de 
ratón en 20% de oxígeno. Por otro lado, el daño causado al DNA es mutagénico, y 
cuando es irreparable puede provocar alteraciones cromosómicas que den lugar a pausa 
en el crecimiento celular. 

A la pérdida de la capacidad de replicarse que tiene una célula se le denomina 
senescencia replicativa. Mientras que la longevidad de un organismo está definida como 
el tiempo de vida máximo, y comúnmente se determina por el envejecimiento paulatino 
del organismo. El envejecimiento de un organismo a su vez pudiera estar vinculado con 
la senescencia replicativa. 



Se han propuesto varias hipótesis para explicar el proceso de envejecimiento, sin 
embargo los mecanismo aún son desconocidos. También se han reportado algunos 
marcadores biológicos del envejecimiento, sin embargo la mayoría de los marcadores 
que muestran cambios asociados con la edad, son el resultado del envejecimiento, no la 
causa. 

En el presente proyecto estudiaremos el fenómeno de envejecimiento, senescencia 
replicativa, y muerte celular a través de modificar el estado de estrés oxidativo mediante 
la variación de los niveles de expresión de la enzima catalasa en ratones modificados 
genéticamente. 
 



II. ANTECEDENTES 
 
II.1 ESTRÉS OXIDATIVO (EO) 

El proceso de la reducción del O2 a agua, da lugar a la formación de especies 
reactivas de oxígeno, como el radical anión superóxido, el peróxido y el radical 
hidroxilo. Estos intermediarios son los responsables de la toxicidad del O2. Existen dos 
maneras de producir  especies reactivas de oxígeno: una denominada activa, en donde 
las especies reactivas se forman con alguna finalidad biológica particular, como en 
muerte celular o en fagocitosis; y la forma pasiva, donde las especies reactivas de 
oxígeno se forman como consecuencia del metabolismo celular, donde la mayor 
producción de especies reactivas proviene de la mitocondria, por “fuga” en el sistema 
de transporte de electrones. 

 
II.1.1 Generación de ERO en la cadena respiratoria 
Como se mencionó anteriormente, las ERO se pueden generar de manera exógena o 

intracelular por diferentes fuentes. Entre los sistemas que contribuyen a la generación de 
ERO dentro de la célula, están algunas enzimas como las pertenecientes a la familia de 
las NADPH oxidasas. Sin embargo, se considera que la mayor cantidad de ERO 
proviene de la mitocondria, resultado de la cadena de transporte electrónico (CTE) o 
cadena respiratoria, que consiste en un sistema de moléculas que toman átomos de 
hidrógeno y electrones de los equivalentes reducidos NADH, NADPH y FADH2, 
obtenidos en la glucólisis y en el ciclo de Krebs. La CTE comprende básicamente dos 
procesos: (1) los electrones son transportados a lo largo de la membrana, de un 
complejo de proteínas transportador a otro. (2) Los protones son translocados a través 
de la membrana, o sea son pasados desde el interior o matriz mitocondrial hacia el 
espacio intermembranal; esto construye un gradiente de protones. Finalmente los 
electrones y los iones H+ se combinan con el aceptor terminal de los electrones, el 
oxígeno, para formar agua, y con el objetivo final de producir, por medio del complejo 
ATP sintetasa, energía en forma de ATP. Los componentes de la cadena respiratoria son 
3 complejos proteicos (uno de ellos, el complejo III, está descrito en la Figura 1, con 
moléculas transportadoras y sus enzimas correspondientes, un componente no proteico, 
ubiquinona o coenzima Q (Q), que están embebidos en la membrana; y el citocromo c, 
que es una proteína periférica que se ubica en el espacio intermembranal pero adosado a 
la membrana interna. 

 
 



 
 
Figura 1 Producción de ERO en la mitocondria. El complejo III de la cadena 

respiratoria es la mayor fuente de producción de ERO. Los electrones provenientes de 
NADH del complejo I (NADH-Q reductasa) y los provenientes de FADH2 del complejo 
II se transfieren hasta la Q (quinona); el anillo quinona de la coenzima Q se puede 
reducir a quinol (ubiquinol) con 2 electrones en el ciclo de Q, donde se forma el 
intermediario inestable (Q-), quien puede formar superóxido al transferir un electrón al 
oxígeno molecular. El superóxido producido puede ser dismutado por SOD, que genera 
H2O2 y éste a su vez es descompuesto a H2O y O2 por la catalasa (CAT) y la glutatión 
peroxidasa (GPx) (revisión de Finkel et al, 2000). 

 
II.1.2 Proteínas antioxidantes 
Las células de mamíferos principalmente, se valen de enzimas que reducen la 

cantidad de agentes oxidantes formados, y que funcionan como mecanismos de defensa 
contra la toxicidad del oxígeno. Existen 4 clases diferentes de defensas antioxidantes: 
(1) Principales: contienden directamente con las ERO; son de naturaleza enzimática, en 
la que se incluye a la superóxido dismutasa, la catalasa, la glutatión peroxidasa y otras 
peroxidasas; y las de naturaleza no enzimática, que son antioxidantes exógenos que 
ingresan al organismo provenientes de los alimentos, como vitamina E, polifenoles  de 
plantas y carotenoides de plantas, y algunos metales que actúan como cofactores de 
enzimas, entre ellos el Fe2+, 3+, Cu2+, Zn2+ y Mn2+. (2) Auxiliares: apoyan la función de 
las principales, reciclando o sintetizando substratos de enzimas oxidantes, pertenecen a 
este grupo la glutatión reductasa, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la oxigenasa 
hemo. (3) Los complejos de proteínas metal-enzima: evitan o disminuyen la 
participación de Fe2+ o Cu2+ en la generación de radicales libres, entre ellos se encuentra 
la ferritina, la transferrina, la ceruloplasmina, la metalotioneina y compuestos de bajo 
peso molecular como el glutatión, el ascorbato, el piruvato, el lactato, los estrógenos, la 
coenzima Q y la bilirrubina. (4) Los sistemas enzimáticos de reparación: resarcen DNA 
y proteínas oxidadas (Hermes-Lima, 2004). 

A continuación se describen algunos ejemplos de los antioxidantes principales. Las 
superóxido dismutasas (SODs) son metaloenzimas que catalizan la conversión del 
radical superóxido (O-

2) en peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxígeno molecular (O2), 
mostrada en la ecuación (2). La catalasa es una enzima que intervienen en la 



descomposición del H2O2 hasta H2O y O2 en su función catalítica (ecuación 3), y en la 
oxidación del etanol (CH3CH2OH) a acetaldehído (CH3CHO) en su función peroxídica, 
como se muestra en la ecuación (4) (Oshino et al, 1973; Keilin et al, 1945); la enzima 
está presente en la mayoría de los organismos, incluyendo vertebrados, invertebrados, 
hongos y bacterias; se han identificado 2 tipos de catalasa en bacterias y uno en plantas 
y en mamífero; la catalasa de mamífero es una proteína homotetramérica de 240kDa, 
que contiene un grupo hemo porfirina, que es el responsable de su actividad, y una 
molécula de NADPH por subunidad; la enzima está localizada principalmente en 
peroxisomas, pero se han encontrado también en la mitocondria del corazón; esta 
enzima tiene uno de las velocidades de recambio más altas, ya que una molécula de 
catalasa convierte 6 millones de moléculas de H2O2 a H2O y O2 por minuto. Las 
peroxidasas son óxido reductasas del H2O2 y de otros hidroperóxidos orgánicos 
(ecuación 6), y a diferencia de las catalasas utilizan un sustrato que se oxida a cambio 
de la reducción del peróxido; entre ellas se encuentra la glutatión peroxidasa (GPx), 
cuyo sustrato oxidado es el tripéptido glutatión (γ-GluCysGly) en su forma reducida 
(GSH), como se demuestra en la ecuación (5). 
 
 
            
        (2) 
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OHOHLGSSGGSHOOHL 22 +−+⎯→⎯+−       
   (6) 
 
 

 
Como se mencionó anteriormente, al desbalance entre las especies reactivas y la 

actividad antioxidante se conoce como estrés oxidativo; es decir, el estrés oxidativo es 
causado por un aumento en la cantidad de ERO o una disminución en la cantidad de 
antioxidantes. Se ha observado experimentalmente la importancia de algunas enzimas 
antioxidantes y las consecuencias del estrés oxidativo. Mutantes en SOD de E.Coli 
mostraron un alto grado de mutagénesis aeróbica, y el daño oxidativo al DNA persistió 
por un periodo substancial después de haber eliminado el O-

2 (Keyer et al, 1995). De 
manera similar, ratones mutantes en MnSOD muestran bajo peso al nacer y mueren 
algunos días después de haber nacido, además presentan acumulación de lípidos en 

2222 22 OOHSOD
HO +⎯⎯ →⎯+ +−



hígado y músculo esquelético y pérdida de actividad de enzimas mitocondriales en 
muchos órganos, (Lebovitz et al, 1996; Williams et al, 1998; Lynn et al, 2005 y Faraci 
et al, 2006); en cambio, los ratones transgénicos con elevada actividad de Mn-SOD son 
más resistentes a la toxicidad del O2 que animales silvestres (Hermes-Lima, 2004). 
Además los mutantes en Cu,ZnSOD no muestran daño aparente, pero presentan 
problemas de fertilidad, son susceptibles al daño neuronal y desarrollan hepatoma al 
crecer (Fridovich, 1998), y los transgénicos que sobreexpresan CuZn-SOD son más 
resistentes a la toxicidad del O2 que animales silvestres (Hermes-Lima, 2004). Los 
ratones deficientes en la glutatión peroxidasa se desarrollan normalmente hasta los 15 
meses de edad, pero son más sensibles a morir con paraquat (agente químico que genera 
radicales libres), y presentan peroxidación lipídica 4 veces mayor que los animales 
silvestres (Judy et al, 1998 y Cheng et al, 1999). 
 

II.1.3 Estrés oxidativo en la longevidad del organismo (Modificación a DNA, 
proteínas y lípidos por daño celular) 

Las especies tóxicas de oxígeno han sido implicadas en daño a los tejidos, y se ha 
demostrado que reaccionan dañando al DNA, a lípidos, a carbohidratos o a proteínas, 
causando severas alteraciones en las membranas y organelos, lo que caracteriza a las 
células con diferentes patologías, muertas o senescentes (Fridovich et al, 1998; Carlsson 
et al, 1995). 

Se ha encontrado evidencia que implica la acumulación de  daño macromolecular 
causado por ERO en la etiología de enfermedades relacionadas con la edad del 
organismo (Beckman et al, 1998 y Finkel et al, 2000). Esto puede deberse a que la 
eficiencia de las especies antioxidantes declina con la edad (Sohal et al, 1996).  

El estrés oxidativo impacta diversos procesos biológicos, que se asocian a 
padecimientos frecuentes en individuos viejos, desde diabetes y desórdenes 
neurodegenerativos (Beckman et al, 1998; Chong et al, 2005). Condiciones patológicas 
como Parkinson, Alzheimer (Butterfield et al, 2001; Smith et al, 1991), aterosclerosis, 
inflamación, carcinogénesis, daño por reperfusión, sobrecarga de Ca2+, entre otros, están 
asociadas con un incremento en los niveles oxidativos, una disminución de los agentes 
antioxidantes y/o un aumento en los niveles de macromoléculas modificadas por daño 
oxidativo.                                                                                                                                                         

Por otro lado, se ha visto la relevancia del tratamiento de moléculas antioxidantes 
en la longevidad de diversos animales. La administración de tocotrienoles a 
Caenorhabditis elegans causó un incremento en la resistencia a estrés oxidativo y en el 
tiempo de vida media, pero no en el tiempo de vida máxima (Sampayo et al, 2003). En 
otro trabajo se vio que, al administrar extracto de Ginkgo biloba EGb 761 a 
Caenorhabditis elegans, se incrementó el tiempo de vida en un 8%, resistencia a EO y a 
estrés térmico (Sampayo et al, 2003); sin embargo, con el compuesto purificado 
flavonoide tamarixetina se incrementó el tiempo de vida en un 25%. Consistente con 
esto, recientemente un grupo de científicos reveló que el resveratrol, molécula 
proveniente de algunos alimentos como en la piel de las uvas, aumenta el tiempo de 
vida máxima del pez Nothobranchius furzeri en un 60%, y también lo protege contra 
nuerodegeneración (Valenzano et al, 2006). Estos datos resaltan la relevancia de las 
defensas antioxidantes en la longevidad del organismo, sin embargo, el tratamiento de 
dichas moléculas antioxidantes son provenientes principalmente de fuentes externas 
como la dieta. 

La evidencia más relevante en aumentar el tiempo de vida con el aumento de las 
defensas antioxidantes fue cuando, al tratar a Caenorhabditis elegans con moléculas 
sintéticas que muestran la actividad SOD/cat (Euk-143), se produjo un incremento en el 



tiempo de vida máximo de un 40%, y un aumento en la supervivencia en respuesta a 
paraquat del 11%. Se ha demostrado que el compuesto utilizado no es tóxico para el 
nemátodo, y no hay efecto en la fertilidad, desarrollo o en la expresión génica de las 
proteínas de “choque de calor”, y su acción es dependiente de la señalización 
insulina/IGF-I (Melov, 2000). Estos datos sugieren que las defensas antioxidantes 
pudieran modular señales en vías de señalización asociadas con la longevidad del 
organismo. 

Es necesario recalcar que el estrés oxidativo no sólo es el resultado de un estado 
patológico, también está involucrado en condiciones fisiológicas que mantienen la 
homeostasis celular y del organismo. Por ejemplo, el ejercicio muscular, en la defensa 
contra bacterias que ingresan al organismo, etc. Es decir, las ERO y especies reactivas 
de nitrógeno (ERN) están involucrados en transducción de señales en condiciones 
normales y patológicas. Lo que es más, ERO y ERN (Especies Reactivas de Nitrógeno) 
son relevantes en las vías de transducción de señales en condiciones normales y 
patológicas; por ejemplo, se ha visto el rol del peróxido de hidrógeno como mensajero 
en la activación del factor de transcripción NF-kB (Schmidt et al, 1995). 
 
II.2 SENESCENCIA REPLICATIVA 

El fenómeno de la senescencia celular está relacionado con la capacidad de la célula 
de continuar dividiéndose a través del ciclo celular. Se ha visto que cuando las células, 
como por ejemplo los fibroblastos de humanos (Hayflic y Moorhead, 1961), son 
cultivados en un medio apropiado, al principio se dividen rápidamente, después llegan 
en una etapa donde disminuye la velocidad de proliferación, y finalmente, dejan de 
replicarse. Por esta razón la senescencia celular es comúnmente denominada 
senescencia replicativa y es interpretada como envejecimiento celular. 

El bloqueo de la replicación de células mitóticas está mediado por inhibidores de 
kinasa dependientes de ciclina, que lleva a un estado viable de arresto indefinido en el 
ciclo celular (Kipling et al, 2000). Las células senescentes pierden la capacidad de 
seguir duplicando DNA, aunque permanecen activas metabólicamente.  

El estrés oxidativo es capaz de promover la senescencia replicativa. Se observó un 
tratamiento con dosis moderadas de H2O2 exógeno a un cultivo primario de fibroblastos 
humanos activa rápidamente la senescencia (Chen et al, 1994). El estrés oxidativo 
puede ser un agente causal de la senescencia, pues se ha encontrado daño oxidativo en 
células senescentes. Consistente con lo anterior, se ha demostrado en células de 
fibroblastos de un gran rango de especies mamíferas, que existe una correlación entre el 
máximo tiempo de vida de una célula y el número de veces de replicación de 
fibroblastos en cultivo, antes de llegar a la etapa de la senescencia (Rohme, 1981). En 
este experimento se ha demostrado que las células de mamíferos de vida corta, se 
dividieron muchas menos veces que aquéllas de vida larga (o más longevas), antes de 
que llegasen a la etapa de cesamiento del crecimiento celular. Algunas células de ratón 
en cultivo se escapan de la primera etapa de senescencia replicativa, siguiendo una línea 
de inmortalidad. Las células humanas no escapan de la senescencia replicativa. Esta 
diferencia de comportamientos sugiere que existen diferentes causas de senescencia 
replicativa en diferentes especies (Hornsby et al, 2003). 
 

II.2.1 Respuestas celulares de la senescencia 
Algunos de los genes que son regulados en respuesta a senescencia pudieran 

codificar proteínas secretadas que alteren el microambiente del tejido y así alterar la 
estructura y función del tejido. Los fibroblastos senescentes secretan altos niveles de 
muchas metaloproteinasas de la matriz, factores de crecimiento epitelial, y citocinas 



inflamatorias (Krtolica y Campisi 2002), parecido a la respuesta de fibroblastos a 
consecuencia de heridas (Grinnell et al, 2003), que conlleva a una inflamación local, la 
cual es frecuente en tejidos envejecidos (Nemoto et al, 2004; Campisi, 2005.). El 
fenotipo senescente también es parecido al de los fibroblastos asociados con algunos 
carcinomas que facilitan la progresión de cánceres epiteliales (Olumi et al, 1999; Park 
et al, 2000).  

 
II.2.2 Telómeros y senescencia 
En algunos casos, la senescencia replicativa se ha visto asociada con el 

acortamiento de los telómeros, como consecuencia de la disminución de la actividad de 
la telomerasa (Hornsby et al, 2002). El desgaste telomérico señaliza un a vía que 
involucra a los supresores de tumores p53 y p21waf, similar a la vía que censa el daño al 
DNA, dando por resultado el arresto en la transición de la fase G1-S (Lane et al, 1997; 
Kaler et al, 1986). Sin embargo, hay evidencias en algunas células humanas, como las 
tiroideas, las epiteliales foliculares, las de los islotes β, las pancreáticas y los astrocitos, 
de que la prevención del desgaste telomérico no siempre evita la senescencia, pues la 
expresión ectópica de la telomerasa por sí sola es insuficiente para la inmortalización 
(Kipling et al, 2000). Lo anterior significa que el acortamiento de los telómeros no es un 
marcador único y determinante de la senescencia replicativa.  

  
II.2.3 Supresores de tumores en respuesta a senescencia 
El daño al DNA, como estímulo oncogénico, pudiera inducir la respuesta a 

senescencia, aunque si es irreparable o afecta la reparación del DNA pudiera inducir la 
muerte celular. Esto sugiere que la senescencia asegura que las células con telómeros 
disfuncionales no formen tumores. Las células que no senescen a pesar de tener 
telómeros disfuncionales, desarrollan aberraciones cromosomales y transformaciones 
malignas. Además, se ha visto que muchas células senescen cuando sobreexpresan 
ciertos oncogenes, como los activados en la cascada de señalización RAS-RAF-MEK 
(Campisi, 2005; Lundberg et al, 2000 y Narita et al, 2004). También se ha visto que la 
activación por mutación de RAS estimula la proliferación y transformación celular, no 
la senescencia (Tuveson et al, 2004). Paradójicamente, el efecto de Ras en una célula 
normal, es bloquear irreversiblemente la división celular; esto ha fortalecido el concepto 
de que tanto la senescencia como la apoptosis son mecanismos protectores. 
Interesantemente, tanto en levadura como en células humanas, RAS induce la 
producción de altos niveles de oxidantes mitocondriales, y en células humanas estos 
oxidantes son requeridos para inducir senescencia (Hlavata et al, 2003).  

A pesar de que aún no se saben los mecanismos por los que se desarrolla la 
senescencia, se ha visto que los diferentes estímulos que inducen senescencia, 
convergen en 2 vías que son gobernadas por los supresores de tumores p53 y pRB, 
ambos reguladores transcripcionales (Bringold et al, 2000; Lundberg et al, 2000 y 
Beasejour et al, 2003 y Campisi, 2005). p53 es un factor que se induce en respuesta a 
daño al DNA, y se ha visto que la pérdida de función de p53 retarda o anula la 
senescencia replicativa en células humanas (Itahana et al, 2001) y que la inactivación de 
p53 en al menos algunas células humanas senescentes revierte la senescencia a pesar de 
tener telómeros cortos (Campisi, 2005 y Beausejour et al, 2003). Sin embargo, estudios 
en cultivos celulares de humano indican que la activación de p16, un inhibidor del ciclo 
celular y regulador positivo de pRB, evita el retroceso de la senescencia por la 
inactivación de p53 (Beausejour et al, 2003) y se requiere para la senescencia inducida 
por RAS (Brookes et al, 2002 y Benanti et al, 2004). Estas dos vías, que disparan 
senescencia en respuesta a estímulos estresantes, incluyendo RAS y estrés oxidativo, 



donde la vía p16/pRB asegura que senescencia sea irreversible y resistente a la 
disminución de p53. 

No obstante que se desconocen los mecanismos precisos de regulación de la 
senescencia, ésta pudiera ser inducida en respuesta al daño oxidativo al DNA de las 
células, causado por una disminución en los agentes antioxidantes o en un aumento de 
la concentración de los radicales libres. Por ejemplo, se ha visto que la senescencia 
replicativa en células de ratón es debida, principalmente, a la toxicidad del oxígeno 
(Parrinello et al, 2003), siendo más susceptibles las células de ratón que las de humano. 
Se ha encontrado también que H2O2 induce senescencia celular mediada por TOR 
(Target of rapamycin); la cascada de TOR se considera una vía de sensado de 
mitógenos y nutrientes; promueve crecimiento celular, aunque el ciclo celular esté 
bloqueado, (revisión de Mikhail, 2006). 

 
II.2.4 Papel de la senescencia replicativa en el envejecimiento 
Una pregunta importante es ¿las células senescentes contribuyen al 

envejecimiento?. Se considera a la β-galactosidasa endógena activa a pH 6 como un 
marcador de senescencia replicativa (Dimri et al, 1995). En células endoteliales 
neonatales de humano se encontró una mayor cantidad de células positivas para β-
galactosidasa en las de pases avanzados (>10) que en cultivos primarios, y mayor en 
tejido de piel de humano de edad avanzada (>69 años), comparado con tejido de piel de 
humano joven (<40 años de edad) (Dimri et al, 1995). Además se encontró que esta 
tinción no se asocia con células quiescentes ni con las que están en un estado de 
diferenciación terminal, donde tampoco hay síntesis del DNA. En otro trabajo 
(Konigsberg et al, 2004) se mostró una mayor cantidad de células positivas para β-
galactosidasa de ratón adulto (12 meses de edad) que de ratón joven (2 meses de edad); 
lo cual significa que posiblemente las células senescentes se acumulan con la edad. 
Consistente con esto, los resultados combinados del uso de p16, un supresor de tumores, 
y SA-β-gal (Senescencia asociada a la β-galactosidasa), indican que las células con 
características de senescencia se acumulan con la edad en múltiples tejidos de humanos 
y roedores (Campisi et al, 2005). Además, estas células senescentes están presentes en 
tejidos de pacientes con ciertas patologías relacionadas con la edad, incluyendo lesiones 
ateroscleróticas, úlceras de piel y artritis, así como en lesiones hiperproliferativas 
preneoplásticas y benignas  en próstata e hígado (Krtolica et al, 2002). Por tanto, 
pudiera ser que la acumulación de células senescentes compromete la renovación o 
reparación del tejido. 

Las células senescentes también pudieran contribuir a patologías relacionadas con la 
edad, estimulando el remodelamiento crónico de tejidos y/o causando inflamación local, 
lo que comprometería la estructura y función del tejido. Los descubrimientos recientes 
sugieren que los fibroblastos senescentes afectan la diferenciación funcional y 
morfológica de células epiteliales, al menos en cultivos de células epiteliales de 
mamífero (Parrinello et al, 2005). En este modelo, los fibroblastos senescentes alteraron 
la morfogénesis alveolar y redujeron la expresión de la proteína de leche en las células 
epiteliales normales. Por tanto, las células senescentes pueden, al menos en principio, 
contribuir a cambios en estructura y función de tejidos, y de esta forma contribuir al 
envejecimiento.  

Finalmente, en humanos se ha visto que las células endoteliales, quienes reparan 
vasos sanguíneos dañados, declinan al aumentar la edad del organismo (Nemoto et al, 
2004). Por otra parte, se ha visto que la habilidad de las células progenitoras del 
músculo esquelético de ratón necesarias para reparar daños, parece declinar 
marcadamente con la edad (Nemoto et al, 2004). Lo anterior sugiere que la senescencia 



de las células progenitoras pudiera contribuir al envejecimiento en general del 
organismo, y por ende a las enfermedades relacionadas con la edad. 
 
II.3 MUERTE CELULAR 
  El estrés oxidativo se ha visto involucrado en la muerte celular. Cuando 
la cantidad de daño oxidativo a las células supera la capacidad antioxidante y de 
reparación, puede provocar muerte celular y, de ser muy abundante, hasta del tejido; por 
tanto, pudiera tener una importancia en la disminución de la longevidad del organismo. 
Se ha visto que los fibroblastos derivados del ratón carente de Glutatión peroxidasa 
(Gpx) despliegan características de senescencia y son susceptibles a la muerte celular 
inducida con H2O2 (Judy et al, 2004) 

La muerte celular no sólo representa el destino final de la célula en base a un daño 
acumulativo irreparable e irreversible, sino también se considera, al igual que la 
senescencia replicativa, un mecanismo de defensa contra estímulos oncogénicos. Se 
piensa que el estrés oxidativo induce alteraciones en la expresión de genes, que 
culminan en, ya sea muerte celular programada, o en el mantenimiento de la célula. 
(Chong et al, 2005; Finkel et al, 2000), aunque se desconocen los mecanismos internos 
por los cuales el estrés oxidativo transmite sus señales al núcleo. 

Algunas proteína cinasas regulan respuestas celulares a estrés oxidativo (Finkel et 
al, 2000). Se descubrió que la proteína cinasa Sterile 20 (Ste20) media muerte celular 
inducida por H2O2 en Sacharomyces cereviciae (Ahn, 2005), y se ha visto que las 
proteína cinasas Sterile-20 de mamífero (MST1 y MST2) y el ortólogo hippo en 
Drosophila inducen muerte celular apoptótica (Cheung et al, 2003; Harvey et al, 2003). 
Por otro lado, los factores de transcripción FOXO inducen respuestas apoptóticas o 
adaptativas bajo exposición a estrés oxidativo en células de mamífero (Brunet et al, 
2004; Kops et al, 2002). Recientemente se encontró que las protein-cinasas MST1 
median la muerte celular inducida por estrés oxidativo activando los factores de 
transcripción FOXO en neuronas de mamífero (Lehtinen et al, 2006), vía por la cual se 
ha visto que se aumenta la longevidad en Caenorhabditis elegans. 

Se ha observado que las ERO también causan muerte celular mediante las mismas 
cascadas de señalización que llevan a senescencia celular, como la vía de señalización 
que involucran a los supresores de tumores p53 y pRB, causados por estímulos 
estresantes. Por ejemplo, el daño oxidativo al DNA se pudiera disparar mecanismos de 
sobrevivencia; pero, si es tan grave este daño, o los mecanismos de defensa se superan, 
las células deciden iniciar un proceso de muerte celular. 
 
II.4 LONGEVIDAD Y ENVEJECIMIENTO 

La longevidad se define como el tiempo de vida máximo de un organismo, mientras 
que el envejecimiento, es un proceso deletéreo, progresivo e intrínseco, que se 
caracteriza por la aparición y el aumento de alteraciones en el funcionamiento del 
organismo que contribuyen progresivamente a incrementar la tasa de mortalidad. Es 
decir, el proceso de envejecimiento se establece con base en dos características: 
primero, a que la probabilidad de muerte de cualquier organismo incrementa con su 
edad; segundo, a que en cualquier organismo existen cambios fenotípicos característicos 
con el paso del tiempo (Johnson et al, 1999).  

 
II.4.1 Envejecimiento prematuro 
Un posible modelo candidato para investigar el envejecimiento de humanos, a 

simple vista parecen ser los síndromes de progeria o envejecimiento prematuro. Por 
ejemplo, el síndrome de Werner, es un desorden genético autosomal recesivo 



caracterizado por estatura más baja, desarrollo acelerado de aterosclerosis, aparición de 
canas, de diabetes tipo II, cataratas, osteoporosis y atrofia del timo y calcificación de 
válvulas cardiacas, entre otras; viven en promedio 47 años. Se sabe que es causado por 
una variedad de mutaciones de pérdida de función en un gen que codifica para un 
miembro de la familia helicasa RecQ. Se ha encontrado que la helicasa WRN interactúa 
con una variedad de proteínas implicadas en replicación del DNA, recombinación y 
apoptosis. Además el 90% de los cultivos de fibroblastos humanos de estos pacientes 
tienen un promedio de vida menor a 20 doblajes de población, comparado con 40 a 100 
en fibroblastos normales (Kipling et al, 2000). Sin embargo, interesantemente la 
senescencia parece ser tejido- específico, pues las células T no parecen verse afectadas. 
Aunado a esto, los ratones mutantes Wrn-/- no muestran los cambios en el fenotipo 
característicos de un animal viejo (Lebel et al, 1998, Lombard et al 2000), y las 
diferencias en senescencia replicativa son muy ligeras, sugiriendo que la inestabilidad 
genética causada por pérdida de función del gen Wrn es insuficiente para provocar 
envejecimiento prematuro en ratón. Asimismo, el efecto es visible  sólo después de 
haber cruzado ratones Terc-/- (nulas en telomerasa) con Wrn-/-, con patologías parecidas 
a las de humanos WS, y sus fibroblastos muestran entonces senescencia replicativa 
acelerada y marcadores de senescencia dependientes de telómero (Chang et al, 2004), 
sugiriendo que la pérdida de WRN sólo puede producir el mismo efecto en ratón que en 
humano si las células de ratón han senescido por disfunción del telómero.  

 
 

II.4.2 Algunas vías de señalización involucradas en la longevidad 
A pesar de que hasta el momento se desconocen las causas del envejecimiento, se 

han visto involucradas algunas vías de señalización que alteran la longevidad del 
organismo de diversas especies. Por ejemplo, en algunas mutaciones donde se afectan la 
señalización endócrina, respuestas a estrés, función mitocondrial, metabolismo y 
telomerasa, se incrementa el tiempo de vida de un organismo (revisión de Kenyon, 
2005). Muchas de ellas, como las que alteran las señales endócrinas, extienden el 
tiempo de vida y retrasan enfermedades relacionadas con la edad.  

 
II.4.2.1 Importancia de las vías insulina/IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), 

resistencia al estrés, sirtuinas y supresores de tumores en la 
longevidad 

Una de las vías de señalización que pudiera involucrar una función endócrina es la 
vía de la insulina/IGF-1, que influye en la longevidad del gusano, mosca y mamífero 
(Tatar et al, 2003). Esta cascada está involucrada en el censado nutricional y en la 
regulación metabólica de un amplio espectro de organismos (Murakami et al, 2000). 
Esta vía primero fue vinculada a longevidad en Caenorhabditis elegans, donde se 
encontró que mutaciones en daf-2, un gen que codifica para un ortólogo del receptor 
insulina/IGF-1, duplicaron el tiempo de vida del animal (Westrich et al, 2006). Esta vía 
insulina/IGF-1 también incluye a AGE-1, (AGEing alteration family member, que 
codifica para la subunidad catalítica p110 de PI3K). Las mutaciones en ambos genes 
requieren además la actividad de daf-16, que codifica para un factor de transcripción de 
la familia FOXO (Lin et al, 1997; Ogg et al, 1997), para extender la longevidad. Esto 
sugiere que en Caenorhabditis elegans la longevidad está sujeta a regulación hormonal. 

Una característica de las mutaciones en Age es la resistencia al estrés oxidativo y a 
otra variedad de estreses; es más, los mutantes Age-1 y Daf-2 muestran elevados niveles 
de SOD y catalasa en edades medianas y avanzadas (Vanfleteren et al, (1993) Las 
proteínas FOXO se han visto implicada en la resistencia al estrés incrementado en 



ratones longevos, como en el ratón que carece de la proteína adaptadora p66shc 
(Nemoto et al, 2002). La resistencia al estrés es una característica general en mutantes 
de la vía insulina/IGF-1. Conjuntamente, las proteínas FOXO de mamífero activan 
genes de respuesta a estrés cuando se reducen los niveles de insulina o de IGF-1(Kops 
et al, 2002; Nemoto et al, 2002 y Tran et al, 2002). Muchos de estos genes también 
pudieran influenciar la longevidad en humano. 

La importancia de la vía de señalización de la insulina en la extensión del tiempo de 
vida y resistencia a estrés oxidativo no está restringida al nemátodo. Los mutantes en el 
receptor de insulina/IGF-1 de Drosophila incrementan la longevidad hasta en un 80% 
(Tatar et al, 2001), muy posiblemente dependiente de FOXO, ya que la sobreexpresión 
de FOXO extiende la longevidad de la mosca (Giannakou et al, 2004) y porque los 
genes conservados con sitios de unión a FOXO influyen en la longevidad de Drosophila 
(Lee y  Kennedy, 2003). Asimismo, la deficiencia parcial del receptor IGF-1 en ratón 
también induce aumento en el tiempo de vida y en la resistencia a estrés oxidativo 
inducido con paraquat (Holzenberger et al, 2003). 

Algunos otros genes que se han visto implicados en la longevidad son los miembros 
de la familia de las enzimas sirtuinas; por ejemplo el gen Sir2, que tiene homólogos 
variantes desde levadura a humano, cuando se activa aumenta el tiempo de vida en 
levadura, gusano y mosca (Sauve et al, 2006). 

Por otra parte, se han visto involucrados en el envejecimiento, genes que forman 
parte de cascadas de señalización de supresores de tumores. Se sugiere que p53, a pesar 
de ser un supresor de tumores, contribuye, al menos en parte, al envejecimiento en 
respuesta a senescencia. Se vio que al aumentar por manipulación genética p53, los 
ratones fueron más resistentes a cáncer, se aceleró su envejecimiento y sus células 
fueron más susceptibles a apoptosis (Tyner et al, 2002) y a senescencia (Maier et al, 
2004) mediada por p53. Es decir, el acortar la vida fue el costo por la protección del 
cáncer.   

 
II.4.3 El estrés oxidativo y la longevidad 
Una de las teoría más aceptada del envejecimiento es la teoría de los radicales 

libres, (Harman, 1956), que postula que las reacciones de los radicales libres, generadas 
dentro del organismo, son responsables de la acumulación progresiva de cambios 
asociados con el tiempo, o responsables de la aparición enfermedades asociadas con la 
edad. A pesar de que aún no se conocen los mecanismos y causas del envejecimiento, 
muerte y senescencia replicativa, existen evidencias significativas para sugerir que la 
actividad antioxidante está implicada en el proceso de estos fenómenos.  
 

II.4.4 Función mitocondrial implicada en la longevidad 
La producción de radicales superóxido, dentro de la mitocondria, ocurre 

principalmente en el complejo I (NADH deshidrogenasa) y en el complejo III 
(ubiquinona – citocromo c reductasa), como lo indica la figura 1 (revisión de Finkel et 
al, 2000) 

Aunado a esta idea, se sugiere que la función mitocondrial está involucrada en 
determinar la longevidad del organismo. La disfunción mitocondrial se ha visto 
relacionada con enfermedades neurodegenerativas y con  la longevidad (Calabrese et al, 
2001). Un grupo de científicos encontró un aumento de la longevidad en Caenorhabditis 
elegans jóvenes cuando por manipulaciones genéticas mediante RNA de interferencia 
(RNAi), se afectaron algunos genes reguladores de la función mitocondrial (Lee et al, 
2003), específicamente del transporte de electrones (Dillin et al, 2002). Así mismo, otro 



grupo de científicos vio envejecimiento prematuro en ratones que sobrexpresan DNA 
polimerasa mitocondrial (Trifunovic et al, 2004).  

En Caenorhabditis elegans se han hecho más análisis de mutantes con funciones 
mitocondriales alteradas. Algunas muestran un aumento en el tiempo de vida, como las 
mutantes en clk-1, que no puede sintetizar la proteína de la coenzima Q, uno de los 
componentes de la cadena respiratoria que funciona como transportador de electrones. 
En cambio las mutantes en mev-1 (succinato-CoQ oxidorreductasa en la cadena del 
transporte de electrones), son sensibles a estrés oxidativo y exhiben un envejecimiento 
acelerado, tienen anormalidades estructurales mitocondriales, menor potencial de 
membrana mitocondrial e incremento en las aceleración de apoptosis durante el 
desarrollo, lo cual provee mayor apoyo en la teoría de los radicales libres (Senoo-
Matsuda et al, 2003). 

Por tanto, los efectos celulares causados por las ERO representan los candidatos 
más cercanos para explicar el proceso del envejecimiento de una gran variedad de 
especies; la idea es que cuando aumenta el metabolismo de la mitocondria, se producen 
más ERO como subproductos causando efectos adversos en la célula. Aunque la 
actividad metabólica y la producción de ERO están correlacionadas, esta relación puede 
ser compleja. Por ejemplo, un grupo de proteínas mitocondrales desacoplantes es 
activado por superóxido, y también puede inducir un estado metabólico en la célula en 
donde aumenta el consumo de oxígeno pero disminuyen los niveles en general de ERO 
(Echtay et al, 2002); de manera inversa, la expresión del gen activado RAS en levadura 
induce bajos consumos de oxígeno pero altos niveles de ERO (Hlavata et al, 2003; 
Nemoto et al, 2004)  

En resumen, dado que los cambios fenotípicos antes mencionados, asociados con la 
edad y  causados por estrés oxidativo, son una consecuencia del envejecimiento y no 
una causa, y que la actividad antioxidante juega un papel fundamental como mecanismo 
de defensa contra el daño al tejido celular; una predicción de la teoría del 
envejecimiento es que el daño asociado a ERO podría mejorar por intervenciones que 
aumenten la resistencia a EO y por tanto, disminuya la senescencia replicativa, la 
muerte celular y el envejecimiento.  

 
II.5 RESTRICCIÓN CALÓRICA (RC) 

Otro de los fenómenos que se ha visto asociado al envejecimiento es la restricción 
calórica. Se ha propuesto que la RC o dieta hipocalórica, definida como la que permite 
alcanzar un balance energético negativo, pero que suministra igual cantidad de 
micronutrientes y cumple los criterios de calidad nutricional exigibles a cualquiera otra 
dieta, puede aumentar la longevidad en algunos animales. En un principio se vio que si 
a los ratones se les limitaba la ingesta de alimentos, y de esta forma se les sometía a RC 
(típicamente, la RC se caracteriza por un nivel de calorías que es 60-70% de lo que los 
animales comerían ad libitum), éstos incrementaban su longevidad (Guarante et al, 
2005; Masoro, 1984). Después, para alcanzar esta meta, se utilizó este método en un 
amplio rango de especies, desde levadura (Lin et al, 2000) hasta primates (Guarante, 
2005). 

Aunado a  las consecuencias en la longevidad, se han encontrado ciertos efectos 
benéficos en animales sometidos a la RC. Se ha observado que la RC provoca la 
disminución de la acumulación del daño a proteínas, lípidos y DNA, causados por estrés 
oxidativo, todos éstos asociados con la edad. Los animales sometidos a RC parecen ser 
más resistentes a estresantes externos, incluyendo calor y EO (Sohal et al, 1996). Una 
de las características más sobresalientes de los animales sometidos a RC es que parece 
que previenen o retardan la aparición de enfermedades (Weindruch et al, 1988); por 



ejemplo, incrementa la longevidad de algunas cepas de ratón que normalmente mueren 
de cáncer, también la de los ratones p53-/- (Hursting et al, 2003; Berrigan et al, 2002), 
quienes mueren de cáncer a edades tempranas. Asimismo, la dieta hipocalórica extiende 
la longevidad en ratas Fischer, que normalmente mueren de enfermedades en el hígado. 
Lo que es más, los animales sometidos a RC han mostrado una disminución de 
padecimientos de una variedad de enfermedades, como diabetes y enfermedades 
cardiovasculares (Lane et al, 1999; Stern et al, 2001). Además se ha reportado que la 
RC reduce la pérdida neuronal asociada a la edad en ciertos modelos de ratón con 
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Mattson, 2003; Duan 
et al, 2003).  

 
II.5.1 Algunas sirtuinas implicadas en restricción calórica 
Una pregunta central es si los beneficios de la RC son un resultado pasivo de la 

ingesta calórica baja o la consecuencia de un programa regulatorio activo que reconoce 
la escasez de la comida y programa los efectos de salud resultante. De hecho, algunos 
estudios genéticos y moleculares recientes, en modelos de organismos, sugieren que la 
RC puede ser un proceso regulado.  

Las sirtuinas o SIRS (Silent Information Regulators) juegan un papel importante en 
los mecanismos de óxido-reducción y se han visto involucradas en longevidad por RC. 
En levadura, muchas observaciones sugieren que la RC está regulada por SIR2 
(homólogo de SIRT1 en humano). La principal evidencia es que la RC no incrementa la 
longevidad cuando se elimina SIR2 (Lin et al, 2000 y 2002). Otras evidencias al 
respecto son, por ejemplo, que las mutaciones de pérdida de la función en SIR2 acortan 
el tiempo de vida, y que los incrementos en la dosis genética la aumentan (Kaeberlein et 
al, 1999).  

SIR2 presenta actividad de deacetilasa de histonas, que depende de los niveles 
celulares de NAD (Nemoto et al, 2004); así que la RC incrementa la actividad de SIR2 
mediante el aumento de la proporción de los niveles de NAD. Se encontró que el 
resveratrol, activador de la enzima Sir2, extiende la longevidad de la levadura y la 
Drosophila en condiciones normales (Howitz et al, 2003; Wood et al, 2004), pero no la 
aumenta cuando la levadura y Drosophila están sometidas a restricción calórica; 
sugiriendo que SIR2 y RC están en la misma vía (Rogina et al, 2004). 

El suero de ratones sometidos a RC le dio resistencia a estrés a cultivos de 
fibroblastos comparado con el suero de ratones ad libitum (Brunet et al, 2004). 
Interesantemente el suero de ratones sometidos a RC disparó mayor nivel de SIRT1 en 
los fibroblastos, el cual fue parcialmente revertido al agregar IGF-1 e insulina al suero; 
por tanto, es posible que los cambios endócrinos jueguen un papel importante en la 
regulación del estrés. La relación SIRT1 y la resistencia al estrés parece ser muy 
extensa; al igual que SIR2 en levadura, Sirt1 es una desacetilasa dependiente de NAD 
(Guarante, 2005); pero a diferencia de SIR2, SIRT1 parece señalizar muchas proteínas 
que no son histonas. El primer ejemplo es p53, que mostró ser desacetilado y regulado 
río abajo por SIRT1 (Luo et al, 2001; Vaziri et al, 2001); en concordancia, SIRT1 
regula negativamente apoptosis dependiente de p53 en respuesta a daño celular. Una 
segunda familia de proteínas reguladoras por SIRT1 es la de FOXO o familia Forkhead, 
que como p53, puede responder a estrés y desencadenar apoptosis. Se encontró que 
SIRT1 puede desacetilar y regular foxo1, 3 y 4 y así reprimir apoptosis (Brunet et al, 
2004; Motta et al, 2004); similarmente, SIR-2.1 de Caenorhabditis elegans requiere de 
la proteína forkhead daf-16 para incrementar la longevidad (Tissenbaum et al, 2001). 
Además se encontró que SIRT1 desacetila la proteína de reparación de DNA Ku70, 
permitiendo que el factor proapoptótico Bax se una e inactive (Brunet et al, 2004). 



Ku70 es una subunidad de 70KDa del complejo Ku, que tiene un rol importante en la 
reparación de rompimiento del DNA de doble hebra en el núcleo. Se sugiere que Ku70 
suprime apoptosis mediada por Bax, ya que se encontró que Ku70 interactúa  en el 
citosol con la proteína proapoptótica Bax, y evita su translocación mitocondrial 
(Sawada et al, 2003). En resumen, parece que SIRT1 marca numerosos factores  
celulares, dando por resultado el aumento del umbral para desencadenar la apoptosis.  
 

II.5.2 El tejido adiposo en el envejecimiento 
Existen otras evidencias que sugieren que el envejecimiento de mamíferos está 

regulado en parte por almacenaje de grasa. Un estudio reciente en Drosophila mostró 
que las moscas con grasa corporal reducida viven más que los controles (Giannakou et 
al, 2004). Cuando la comida es abundante, el tejido adiposo blanco (TAB) almacena la 
grasa como triglicéridos, mientras que cuando la comida es escasa como en la RC, las 
células se despojan de la grasa y los animales son muy delgados; el TAB también es un 
tejido endócrino que secreta hormonas como leptina y adiponectina (Kershaw et al, 
2004). Así que los cambios hormonales pueden influir en la sensibilidad de la insulina 
de tejidos metabólicos que responden a hormonas. Se sabe que la adiponectina 
incrementa la sensibilidad de la insulina en tejidos metabólicos (Guarante, 2005) y su 
disminución puede llevar a la resistencia de insulina, que después exacerbe el aumento 
de glucosa en la sangre. Este círculo vicioso pudiera ser central en muchos casos de 
diabetes tipo2. RC antagonizará este ciclo  disminuyendo la glucosa en la sangre y la 
insulina, reduciendo grasa almacenada e incrementando sensibilidad a adiponectina e 
insulina. 

Pudiera ser que SIRT1 regule la respuesta adaptativa en estos tejidos de animales 
sometidos a RC. Se encontró que SIRT1 se expresa en el TAB, para reprimir un 
regulador clave de este tejido, el receptor nuclear PPARγ (Picard et al, 2004). 
Adicionalmente, SIRT1 es importante para los cambios en el metabolismo del TAB en 
ratón. La reducción en el consumo de alimento causa la lipólisis de triglicéridos en el 
TAB y la liberación de ácidos grasos libres a la sangre, los que son requeridos y 
oxidados por tejidos metabólicos. El ratón Sirt1+/- no metaboliza tanta grasa a la sangre 
como los animales silvestres después de ayunar toda la noche, mostrando un papel de 
estas sirtuinas en la movilización de la grasa. Interesantemente, el ayuno indujo la unión 
de Sirt1 a la región de unión a DNA de PPARγ en los promotores de genes específicos 
de tejido adiposo, donde podrían ejercer sus efectos represores (Picard et al, 2004). Aún 
no se sabe cómo la reducción en el consumo de comida induce la actividad de SIRT1, 
pero no parece afectar mucho los niveles de proteína de SIRT1 en el TAB de ratón; esto 
en comparación con lo que al parecer sucede en las ratas, donde se encontró que RC 
incrementa los niveles de SIRT1 (Brunet et al, 2004). La conexión Sirt-PPARγ podría 
ser importante durante el envejecimiento de tejidos. Por ejemplo, se sabe que PPARγ 
controla muchos procesos biológicos en las paredes de los vasos, como la proliferación 
o la diferenciación celular del músculo liso (Guarante, 2005), que pudiera jugar un rol 
activo en aterosclerosis relacionada con la edad Además, el envejecimiento está 
asociado con la incidencia de cáncer y PPARγ se expresa en muchos órganos donde el 
cáncer es común como el colon, la vejiga, la mama y la próstata. 

Si bien la restricción calórica no incrementa la longevidad, estudios 
epidemiológicos revelan que, al menos, protege contra enfermedades relacionadas con 
la edad, como el cáncer y enfermedades neurodegenerativas (Roberts et al, 2005). 

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



III. JUSTIFICACIÓN 
 

El envejecimiento no es un evento programado como antes se creía. Estudios 
recientes de análisis de microarreglos en mamíferos, los cuales permiten examinar los 
RNA mensajeros que se expresan, revelaron que los tejidos de jóvenes lucen similares a 
los de los viejos, de hecho, en análisis comparativos con la edad, en cerebro y músculo 
esquelético, se mostró que sólo difiere el 1 al 2% de todos los RNA mensajeros en más 
del doble en sus niveles de expresión, es decir, a nivel celular los organismos viejos son 
98% de efectivos que los jóvenes. Ese grupo de genes que difiere con la edad, está 
agrupado en clases funcionales que regulan respuestas a estrés oxidativo, inflamación y 
metabolismo en general; sorprendentemente estos cambios en la expresión de genes no 
ocurrieron cuando los animales fueron sometidos a RC (Cheol-Koo et al, 2000;), lo que 
sugiere que la RC, per se no representa un evento para asegurar que es la causa del 
aumento de la longevidad. 

Una de las teorías del envejecimiento mejor aceptada hasta la fecha es la teoría de 
los radicales libres, propuesta por Harman en 1956, que sugiere que los daños 
acumulativos a macromoléculas causados por ERO, son tales que causan un déficit en el 
funcionamiento de la célula, que repercute en el organismo. Aún se desconocen los 
mecanismos moleculares que están involucrados en el proceso del envejecimiento, sin 
embargo se han estudiado algunos procesos moleculares implicados en vías de 
señalización que regulan la función mitocondrial y el metabolismo en general,  y que al 
ser modificadas mediante manipulaciones genéticas, tienen efectos sobre las cantidades 
de especies reactivas de oxígeno y sobre la longevidad del organismo.  

Dada la relevancia que tienen las defensas contra el daño oxidativo, y las evidencias 
que sugieren que la actividad antioxidante juega un papel importante en el proceso de la 
senescencia replicativa, la muerte celular y la longevidad del organismo, puede ser 
valioso e interesante analizar el efecto que tiene la falta de una de los antioxidantes 
principales, la catalasa, sobre estos fenómenos en el ratón. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV.  HIPÓTESIS 
 



La catalasa es una enzima determinante del estado redox de las células tal que 
reducción en su actividad puede llevar a daño oxidativo, senescencia replicativa, muerte 
celular y envejecimiento del organismo. 
 
V. OBJETIVO 
 

Valorar el efecto de la modificación de los niveles de expresión de la catalasa sobre 
el daño oxidativo en los tejidos; la senescencia, y muerte celular de fibroblastos, y el 
envejecimiento de ratones modificados genéticamente. 
 
OBJETIVOS PARTICULARES: 
 

1. Genotipificar los ratones  
 

2. Obtener la población de ratones mutados y silvestres de diferentes edades  
 

3. Deteminar el daño oxidativo en diferentes tejidos de ratones con diferentes 
niveles de catalasa 

 
4. Determinar el envejecimiento celular en los fibroblastos mutantes en catalasa y 

los silvestres 
 

5. Determinar la susceptibilidad a morir por agentes oxidantes, como paraquat y 
H2O2, en fibroblastos embrionarios Cas+/+, Cas+/- y Cas-/-. 

 
6. Determinar el efecto de la mutación en catalasa, en la longevidad de los ratones, 

mediante el análisis de supervivencia  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



VI. MATERIALES Y MÉTODOS  
 
VI.1  GENOTIPIFICACIÓN DE LOS RATONES MUTANTES DE LA 

CATALASA 
 

Los ratones mutantes de la catalasa fueron modificados por manipulación genética 
por David Hernández, en células troncales embriónicas, mediante técnicas 
convencionales de gene targeting, dando por resultado la eliminación de los exones 3 al 
7 en el alelo mutado. La Figura 2 muestra el mapa de restricción del locus de la catalasa 
que fue escindido. 

 

 
 
Figura 2. Escisión del gen Cas de ratón. Se muestra el vector dirigido (en la parte 
posterior), el mapa de restricción parcial del locus Cas del ratón (en medio) y el locus 
deletado (parte inferior). Los números corresponden a cada exón. La región que fue 
deletada carece de los exones 3 al 7. (Modificada de tesis de doctorado de David 
Hernández)  

Dado que no se encontró diferencia evidente en el fenotipo de los ratones mutantes 
comparado con el de los silvestres, fue necesaria la determinación de su genotipo 
mediante dos técnicas: 1) Descomposición de H2O2 en la sangre de los animales y 2) 
PCR (Polimerase Chain Reaction).  
 

VI.1.1 Diagnóstico por descomposición de H2O2 al 30% en sangre   
 
Dado que la catalasa es una enzima que interviene en la descomposición del H2O2 

hasta H2O y O2, se realizó un experimento, donde se hace reaccionar H2O2 al 30% con 
la sangre de ratón  que, dependiendo de los niveles de catalasa que tenga el ratón, se 
produce cierta cantidad de O2 (burbujeo) en el tubo de reacción, como indica la 
siguiente ecuación: 

OHgasOlsangrelOH 2222 )()5()50( +→+ μμ  
Material y equipo: 

 Tubos eppendorf de 500μl con graduación cada 50μl a partir de los 100μl 



 
Reactivos: 

 Peróxido de hidrógeno al 30% 
 
Procedimiento: 
1. Cortar aproximadamente 0.5cm de cola del ratón  
2. Con una mano, sujetar al ratón de la parte proximal de la cola; con los dedos índice 

y pulgar de la otra mano, presionar ligeramente la cola del ratón, avanzando en 
dirección próximo distal para colectar aproximadamente 10μl de sangre. 

3. Inmediatamente tomar 5μl de sangre y mezclarla con 50μl de H2O2 al 30% en un 
tubo eppendorf de 500μl. 

4. Tapar inmediatamente el tubo y mantenerlo en posición vertical. 
5. Esperar de 1 a 5 minutos y observar el volumen final en el tubo eppendorf de 500μl 

graduado. 
 

VI.1.2 Diagnóstico por Polimerase Chain Reaction (PCR)   
 

Material y equipo: 
 Tubos eppendorf de 1.5ml y tubos para PCR de 0.2ml 
 Hielo 
 Pipetas de 10ml 
 Tubos para PCR eppendorf o Axygen Scientific PCR strip caps PCR-02CP-C 
 Guantes 
 Bata  
 Termociclador Mastercycler gradient eppendorf 
 Termomixer R eppendorf o baño seco Felisa 
 Campana de extracción 

 
Reactivos: 

 Proteinasa K Worthington cat. 4222 
 Buffer de lisis (tail buffer)  
 Tris HCl 100mM a pH 8.0 Research Organics 
 KCl 500 mM Sigma 
 Tween 20 al 10%  (Polyoxyethylene-20-sorbitan monolaurate) Research Organics 

cat. #3061T 
 Buffer  tag polimerase 10X 
 Mezcla de dNTP’s 5mM  
 Enzima amplificasa Biotecnologías Universitarias 
 DNA extraído de tejido de ratón  
 H2O desionizada y esterilizada 

 
Soluciones stock (Preparación de las soluciones ver ANEXO 1) 
♦ Tris HCl 1M a pH 8  
♦ KCl 1M 
♦ Buffer de lisis al 10X 
♦ Buffer de lisis  al 1X 
 
a) Diseño de oligonucleótidos  
 



Con base en el mapa de restricción parcial correspondiente a la región del gen de 
la catalasa que fue escindida para generar los ratones mutantes de la catalasa, que se 
representa en la figura 2, se diseñó un par de oligonucleótidos para amplificar el 
producto positivo para el alelo mutado, y otro par de oligonucleótidos para 
amplificar el producto positivo para el alelo no mutado, cuyos tamaños esperados 
del producto amplificado de cada alelo se indica en la figura 3. 

 
Las características de cada oligonucleótido son las siguientes 
♦ Oligos 5’ y 3’ para el alelo mutado 

 
Oligo 5’ (2002-250): 

Clave: catko5’ 
Concentración (ug/ul): 3.69 
Secuencia 5’-3’: TGT CAT TCT ATT CTG GGG GG 

 
Oligo 3’ (2002-251): 

Clave: catko3’ 
Concentración (ug/ul): 1.55 
Secuencia 5’-3’: GGA CGA CAC TTA TGA AGC AAT C 

 
♦ Oligonuclétidos para el alelo no mutado  

 
Oligo 5’ (1999): 

Clave: KO3-5 
Concentración (ug/ul): 1.46 
Secuencia 5’-3’: TTG TTA CCG CTT TCC TAA ACT CC 

 
Oligo 3’ (2000): 

Clave: KO3-3 
Concentración (ug/ul): 1.50 
Secuencia 5’-3’: TGA CTT CCT TGG TCA GAT CAA ATG 

 
 El producto de PCR que amplifica una parte de la región de Neo, identifica el 
alelo mutado, es decir, el que por recombinación fue sustituido por una región del gen 
de la catalasa. En cambio, el producto de PCR que amplifica una región fuera del casete 
de Neo, cuyos oligonucleótidos hibridan en la posición 5’ de Neo, identifica el alelo no 
mutado. 
 
 
 
 
 
 
A. PCR para detectar el alelo no mutado 



 
 
B. PCR para detectar el alelo mutado 

 
Figura 3. Mapa de restricción parcial del gen Cas del ratón para identificar, por PCR el 
alelo mutado y no mutado. A. Se representa el producto amplificado que identifica el 
alelo no mutado. B. Representación de la región que amplifica una parte del caset Neo 
para identificar el alelo mutado Cas del ratón. 
 
b) Purificación de oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos recién sintetizados pudieran presentar hibridaciones 
inespecíficas que causen ruido en la señal del PCR, razón por la cual es necesario 
purificarlos en un gel de acrilamida, como se explica en el ANEXO 2. 

 
c) Extracción del DNA geonómico: 

Una vez obtenidos los oligonucleótidos, el siguiente paso es la purificación del 
DNA geonómico, cuyo procedimiento se enlista a continuación:  
1. Colectar el tejido (5mm de cola de ratón aproximadamente) en un tubo 

eppendorf  de 1.5ml, y congelarlo inmediatamente a -70º C si no se va a realizar 
la extracción del DNA en ese momento. 

2. Agregar a cada muestra 500μl de buffer de lisis. 
3. Incubar a 95 – 100º C por 20 min. 
4. Dejar enfriar hasta 55º C (aproximadamente 15 min a temperatura ambiente). 
5. Agregar 25μl de proteinasa K a 20mg/ml y mezclar por inversión para 

asegurarse de que el buffer impregne todo el tejido. 
6. Incubar a 55º C over night. 

Brazo hom. 

oligo 3’´

Brazo hom. 

oligo 5´

254 pb 

Producto 
amplificado 

Brazo hom. Brazo hom. Neo

oligo 3´

oligo 5´

394 pb

Producto amplificado 



7. Agitar en vortex durante aproximadamente 5 seg para disgregar el tejido, e 
incubar a 95 – 100º C durante 5 minutos para inactivar la proteinasa K restante. 

8. Centrifugar a >5000 x g por 20 min a 4º C.  
9. Recuperar el sobrenadante. Se pueden almacenar las muestras a -20º C por 

meses. 
10. Usar 1μl para cada reacción de PCR (volumen final 20 μl). 

 
d) Procedimiento y condiciones del PCR: 

 
Mezcla de reacción: 
1μl  primer 5’ (x ug/ul) 
1μl  primer 3’ (x ug/ul) 
2.5μl dNTP’s 5mM (0.5mM concentración final) 
5μl  buffer 10x Tag  
1μl  amplificasa Biotecnologías Universitarias  
1μl  muestra de DNA 
xμl  H2O 
 
50μl volumen total 
 
Condiciones del PCR para detección del alelo mutado: 
 
94º C  3min  desnaturalización inicial 
 
94º C  1min 
56º C  1min    40 ciclos  
72º C  1min 
 
72º C  7min  elongación final 
4º C   α 

 
Condiciones del PCR para detección del alelo no mutado: 
 
94º C  3min  desnaturalización inicial 
 
94º C  1min 
54º C  1min    35 ciclos  
72º C  1min 
 
72º C  7min  elongación final 
4º C   α  

 
1. Calentar los oligos 5’ y 3’ a 95º C por 5min y enfriarlos inmediatamente a 4º C 

en hielo 
2. Dentro de la campana de extracción, agregar 14μl de H2O destilada, 1μl del 

primer 5’, 1μl del primer 3’ y 1μl de la muestra de DNA a un tubo para PCR de 
0.2μl  

3. Mezclar solución y calentar a 95º C por 5 minutos 



4. Enfriar inmediatamente a 4º C colocando los tubos dentro de un recipiente con 
hielo 

5. Agregar 33 μl del resto de la mezcla de reacción (21μl de H2O destilada, 5μl de 
buffer tag al 10X, 5μl de dNTP’s y 1μl de la enzima amplificasa) a cada tubo, 
dentro de la campana de extracción  

 
 El método de PCR es un proceso relativamente corto, no requiere extracciones 
con compuestos orgánicos y es extremadamente sensible, puesto que puede detectar una 
sola molécula de DNA; lo cual significa una ventaja, siempre y cuando se tenga un 
extremo cuidado con la manipulación de las muestras, para no tener contaminaciones 
entre las mismas. Por eso dan las siguientes recomendaciones: 
 

a) Limpiar perfectamente el área de trabajo 
b) Usar pipetas limpias y secas por la parte interna y externa 
c) Subir y bajar los líquidos lentamente con la pipeta, para evitar que se 

introduzcan en ella y contaminen otras muestras. 
d) Utilizar de preferencia puntas con algodón 
e) Tomar con cuidado cada muestra, evitando que el líquido caiga en las manos y/o 

en otras muestras. 
 
VI.2 DAÑO OXIDATIVO AL TEJIDO DE LOS RATONES 

Las ERO modifican principalmente la estructura de las macromoléculas DNA, 
proteínas y lípidos. La 8-hidroxideoxiguanosina(8-OH d-Gua) es el producto más 
frecuentemente medido como indicador del daño oxdativo al DNA; el ataque a proteínas 
por ERO produce principalmente la formación de grupos carbonilo; en cambio en la 
hidroperoxidación, que es una serie de reacciones causadas por el ataque de las ERO a 
los lípidos, los aldehídos son los productos más relevantes en términos cuantitativos, 
entre ellos el malondialdehído (MDA). 

La lipoperoxidación es una reacción en cadena catalizada por especies oxidantes o 
metales de transición, que causan el rompimiento de fosfolípidos de membranas que 
contienen ácidos grasos poli-insaturados. Consta básicamente de 3 fases: (1) Iniciación, 
donde se da la abstracción de un hidrógeno de un grupo metileno de un ácido graso 
poli-insaturado (LH), que da lugar a la formación de un radical lipídico (L•), que tiende 
a estabilizarse por resonancia de electrones, dando lugar a los dienos conjugados; dichos 
dienos conjugados forman radicales peroxil (LOO•) al reaccionar con el O2. (2) 
Propagación, donde reaccionan radicales peroxil con grupos metileno de un ácido graso 
no oxidado para formar radicales lipídicos, los cuales inician una reacción en cadena al 
contacto con el O2. (3) Terminación,  es la fase donde la reacción entre especies 
radicales lipídicas y/o su descomposición causa la producción de diversos compuestos 
como alcanos, isoprostanos, y aldehídos, que son los más relevantes en términos 
cuantitativos, como el malodialdehído (MDA). (Hermes-Lima, 2004).  
 
Reacciones de iniciación: 
LH + R•      L• + RH  
L•      dieno conjugado L•  
O2 + dieno conjugado      LOO•  
 
Reacciones de propagación: 
LOO• + LH      L• + LOOH  
Fe2+ + LOOH      Fe3+ + LO• + OH- 



Fe3+ + LOOH      Fe2+ + LOO• + H+ 
 
Reacciones de terminación: 
LO• + LO•       LOOL  
LOOH         aldehídos, alcanos, 
and isoprostanos 
 
 Se tienen evidencias de la acumulación de daño oxidativo a macromoléculas, 
causado por ERO, en enfermedades relacionadas con la edad; y se ha visto involucrado 
el daño oxidativo en muchas condiciones patológicas humanas, relacionadas con el 
envejecimiento, como en enfermedades nuerodegenerativas (Beckman & Ames, 1998; 
Finkel et al, 2000; Sampayo et al, 2003). Además se tiene evidencia de que las especies 
antioxidantes declinan con la edad (Sohal et al, 1996). 
 Dado estos y otros antecedentes, nuestro objetivo fue evaluar el efecto de la falta 
de catalasa sobre el daño oxidativo al tejido de los animales. Para eso se determinaron 
las cantidades de MDA, dienos conjugados y carbonilos en ratones Cas+/+, Cas+/- y Cas-/-

. Este objetivo se realizó en colaboración con el Dr. Mauricio Díaz y miembros de su 
laboratorio. 
 El desarrollo experimental para la determinación del daño oxidativo en tejidos 
consta de 3 etapas: 1) la homogenización de los tejidos de los diferentes órganos 
seleccionados, entre ellos: hígado, riñón, pulmón, cerebro y corazón; 2) la 
cuantificación de la cantidad de proteína/ml, determinada en el homogenado; y 3) 
determinación de dienos conjugados, MDA o carbonilos. Se utilizaron los mismos 
tejidos de órganos homogenados para obtención de la etapa 3.  
  
ETAPA 1: Homogenización de tejidos  

Los tejidos homogenados en esta etapa servirán para determinación de dienos 
conjugados, para el análisis de lípidos peroxidados por método de TBARS y para 
determinación de carbonilos. 
 
Material y reactivos: 

 Hielo 
 Tubos de ensayo 
 PBS 1X (para 1L de solución): 

1. Agregar 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 0.2 g de KH2PO4 y 0.815 g de Na2HPO4 
anhidro a 1 litro de agua desionizada. 

2. Disolver agitando suavemente y esterilizar por filtración a través de membrana 
de 0.22 µM. 

3. Almacenar a temperatura ambiente hasta por 2 meses. 
 
 
Desarrollo del proceso de homogenización: 

1. Sacrificar los ratones por decapitación, todos a la misma hora del día (alrededor 
de las 10:00 am). 

2.  Tomar x cantidad del tejido del ratón (suficiente para obtener 10mg de proteína 
por tejido) a un tubo de ensaye y agregar y vol de PBS1X, para formar una 
solución al 20% (p/v), como se indica en la tabla 1. 

3. Colocar los tubos rotulados en un recipiente con hielo. 



4. Homogenizar las muestras de tejido y mantenerlos a 4º C. Utilizar el ultraturrex 
para homogenizar corazón y pulmón, pues son los tejidos mas fibrosos. Enjuagar 
el homogenizador con agua desionizada antes de homogenizar otro tejido. 

5. Determinar la cantidad de proteína/ml de solución del homogenado. 
 

TEJIDO CANTIDAD DE TEJIDO 
(mg) 

VOLUMEN DE PBS 1X 
(ml) 

Hígado 1000 5 
Riñón 500 2.5 

Pulmón 300 1.5 
Cerebro 500 2.5 
Corazón 200 1 

 
Tabla1. Volumen de PBS 1X utilizado para el proceso de homogenización de los 
tejidos de ratón.  
 
ETAPA 2: Determinación cuantitativa de proteína por el método de Lowry 
modificado (Lowry et al, 1951): 
 

El método de Lowry es un método espectrofotométrico de valoración cuantitativa de 
proteínas. A la disolución de proteínas se le añade un reactivo que forma un complejo 
coloreado con ellas, siendo la intensidad de color de la disolución resultante 
proporcional a la concentración de proteínas, según la ley de Lambert-Beer (A= εdc), 
que expresa que la concentración de una muestra es directamente proporcional a la 
absorbancia, donde A es la absorbancia, ε es el coeficiente de extinción molar, d es la 
trayectoria de la luz en cm, y c es la concentración molar. 

 
 La preparación de las muestras consta de dos etapas: 
1. Los iones Cu2+, en medio alcalino, se unen a las proteínas en los átomos de nitrógeno 

de los enlaces peptídicos, formando complejos. Estos complejos Cu2+-proteína, de un 
color azul pálido, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la 
proteína, exponiendo hacia la superficie a los residuos fenolitos de tirosina, que van a 
participar en la segunda etapa de la reacción. El Cu2+ se mantiene en solución alcalina 
en forma de su complejo con tartrato. 

 
2. En la segunda etapa, el cobre actúa como catalizador de la reducción, también en 

medio básico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por parte de los grupos fenólicos de los 
residuos de tirosina, presentes en la mayoría de las proteínas. El principal constituyente 
del reactivo de Folin-Ciocalteau es el ácido fosfomolibdotúngstico, de color amarillo, 
que al ser reducido por los residuos fenólicos da lugar a un complejo de color azul 
intenso. 

 
Material: 

 Tubos de ensayo (10 ml)  
 Pipetas 
 Colorímetro 



 Cubetas de colorímetro 
 Agitador de tubos (vortex) 

 
Reactivos: 

 Solución A:   Na2CO3 al 2%, NaOH 0.4%, tartrato sódico-potásico al 0.16%, SDS 
al 1% 

 Solución B:  CuSO4 ⋅ 5H2O al 4% 
 Solución C: Se prepara en el momento de iniciar el ensayo, mezclando soluciones 

A y B (100:1). 
 Solución D: Diluir reactivo de Folin-Ciocalteau 1N en H2O (1:1)  
 Solución patrón de albúmina de suero bovino (2 mg/ml) 
 Muestra problema (tejidos homogenados en PBS) 

 
Procedimiento experimental: 
 

a) Realización de la curva de calibrado: 
 
Para poder determinar la concentración de proteínas en la muestra problema se 

construye una curva patrón o de calibrado, que relacione la concentración de albúmina 
presente en cada tubo con la Absorbancia determinada en el colorímetro. Para realizar la 
curva patrón se toman diferentes volúmenes de la solución patrón de BSA (Bovine 
Serum Albumin) (2 mg/ml) tal y como se detalla en la Tabla 2. El tubo 1, que no 
contiene proteína y sí los reactivos, sirve de blanco para el ajuste del colorímetro a cero 
de absorbancia.  
 

No. tubo H2O BSA (2 mg/ml) SOLUCION C SOLUCION D 
1 1.00 ml 0.000 ml 3 ml 0.3 ml 
2 0.99 ml 0.010 ml 3 ml 0.3 ml 
3 0.97 ml 0.030 ml 3 ml 0.3 ml 
4 0.94 ml 0.060 ml 3 ml 0.3 ml 
5 0.91 ml 0.090 ml 3 ml 0.3 ml 
6 0.88 ml 0.120 ml 3 ml 0.3 ml 
7 0.85 ml 0.150 ml 3 ml 0.3 ml 
8 0.82 ml 0.180 ml 3 ml 0.3 ml 
9 0.79 ml 0.210 ml 3 ml 0.3 ml 

 
Tabla 2. Curva patrón de proteína para determinar la concentración de proteína de las 
muestras de los tejidos homogenizados. 
 
 Es conveniente procesar simultáneamente los tubos con la disolución problema 
para determinar  igualmente su absorbancia.  

 
Método: 

1. Numerar los tubos de ensaye. 
2. Pipetear las cantidades de agua, solución patrón de albúmina y solución problema 

de proteínas. 
Nota: si la muestra está concentrada, hacer una dilución 1:20 
muestra 0.05 ml + 0.95 ml H2O 



0.9 ml H2O + 0.1 ml de dilución = 0.005 ml 
3. Preparar la solución C. 
4. Pipetear a todos los tubos el reactivo C.  
5. Mezclar el contenido de cada tubo y dejarlo reposar 10 minutos. 
6. Adicionar a cada tubo la solución D (reactivo de Folin diluído) 
7. Mezclar en vortex y esperar 30min a temperatura ambiente en obscuridad para 

que se desarrolle completamente la reacción coloreada 
8. Leer a 660 nm 
9. Determinar la concentración de proteínas en la muestra problema, expresando el 

resultado en μg/ml (tener en cuenta las diluciones realizadas; en las muestras 
problema el volumen final fue de 200μl).  La concentración de las muestras 
problema se determina por interpolación de los valores de absorbancia en la 
curva patrón. El procedimiento se resume en la tabla 3. 

 
 BLANCO EXPERIMENTAL 
1) Agua desionizada  
 1 ml 1 ml 

2) Muestra (homogenado)  0.005 ml  
3) Solución C  3 ml 3 ml 
4) Mezclar en vortex y esperar 10 min 
5) Solución D (Reactivo 

de Folin) 0.3 ml 0.3 ml 

6) Mezclar en vortex y esperar 30min a temperatura ambiente en obscuridad 
7) Leer a 660nm 

 
Tabla 3. Procedimiento para realizar el ensayo de cuantificación de la proteína por el 
método de Lowry.    
  
ETAPA 3:  

VI.2.1 Determinación de Dienos Conjugados (DC) 
Los dienos conjugados se forman en la primera fase (iniciación) de la cadena de 

lipoperoxidacion. Una vez que las especies oxidantes han abstraído un hidrogeno de la 
cadena de ácidos grasos poliinsaturados, formando un radical lipídico centrado en 
carbono, este último tiende a estabilizarse por configuración electrónica para formar un 
dieno conjugado. Por la fase en la que se pueden formar, no necesariamente tienen que 
compaginar o seguir el mismo patrón que los datos del MDA. 
Material: 

 Tubos de ensaye 
 Pipeta pasteur 
 Centrífuga clínica  
 Baño maría con agitación 

 
Reactivos: 

 Ciclohexano 
 Reactivo de Folch: Mezcla Cloroformo:Metanol (2:1) 
 Para 100ml: 
 Mezclar 66.7ml de cloroformo y 33.3ml de metanol 

 
Procedimiento del protocolo para la determinación de DC: 

1. Añadir 1mg de proteína del tejido homogenado y 1ml de agua 



2. Agregar 4ml de reactivo de Folch para extraer la fracción lipídica y agitar cada 
tubo en vortex durante 15segundos 

3. Centrifugar a 3500rpm durante 5 minutos; se forman dos fases. Tomar 1ml de la 
fracción inferior con una pipeta Pasteur (fase clorofórmica) a otro tubo de 
ensayo 

4. Evaporar en baño maría a sequedad  
5. Agregar 1.5ml de ciclohexano y agitar en vortex durante 10 segundos 
6. Leer en celdilla de cuarzo a 233nm 
7. Usar como blanco 1ml de ciclohexano 
8. Expresar los resultados como: 
 
D.O.(abs a 233nm) X mg de proteína  
 
VI.2.2 Determinación de lípidos peroxidados mediante el método TBARS 
El MDA es uno de los productos finales de lipoperoxidación de lípidos. Reacciona 

con ácido tiobarbitúrico a pH ácido y temperaturas elevadas, para formar un compuesto 
rosa fluorescente que se detecta a 532nm en luz visible. 
 
ETAPA 3: Ensayo de TBARS 
Material: 

 Tubos de ensaye pyrex 
 Canicas del mismo diámetro que los tubos 
 Mechero bunsen 
 Olla o vaporera 
 Centrífuga clínica 

 
Reactivos: 

 Agua desionizada 
 Ácido tiobarbitúrico 0.8% (se prepara un par de minutos antes de utilizarlo): 

Para 100ml: 
1. Agregar 0.8g de Ácido tiobarbitúrico en 80ml de agua desionizada.  
2. Calentar y mezclar con agitador magnético hasta que se haya disuelto el polvo. 
3. Aforar a 100ml y usar inmediatamente. 

 Cloruro de potasio 1.2% (para 100ml): 
1. Agregar 1.2g de KCl a 80ml de agua desionizada.  
2. Mezclar. 
3. Aforar a 100ml. 

 
 Ácido acético 20.0% pH 3.5 (para 100ml): 

1. Mezclar 20ml de ácido acético y 60ml de agua desionizada.  
2. Ajustar pH a 3.5 con KOH. 
3. Mezclar. 
4. Aforar a 100ml. 

 
 Tris HCl 150mM pH 7.4 (para 100ml): 

1. Añadir 1.8g de Tris HCl a 80ml de agua desionizada.  
2. Ajustar pH a 7.4. 
3. Aforar a 100ml. 

 Solución piridina-butanol 1:15 (para 225ml): 
1. Mezclar 14.1ml de piridina y 210.9ml de butanol, en campana de extracción.  



2. Usar el mismo día. 
 
Desarrollo del protocolo para la determinación de MDA: 
 

1. Agregar a un tubo de ensaye 3mg de proteína del tejido homogenizado en 
1ml de Tris HCl. 

2. En el caso de muestras suplementadas con Fe, añadir 100μl de FeSO4 

50μM. 
3. Incubar a 37º C durante 30 minutos. 
4. Tomar 0.4ml del incubado y añadir: 

1.5ml de acido acético 
1.5ml de acido tiobarbitúrico 
0.5ml de agua desionizada 

5. Tapar los tubos con canicas y meterlos en baño maría hasta que el agua 
alcance 92º C aproximadamente.  

6. Calentar a ebullición durante 45 minutos. 
7. Enfriar los tubos a chorro de agua 
8. Añadir 1ml de KCl. Mezclar en vortex 
8. Agregar 5ml de solución piridina-butanol. 
9. Mezclar en vortex hasta que el color se integre en la parte superior. 
10. Tomar 3.5ml de la fracción superior a 3500rpm durante 5 minutos.  
11. Tomar aproximadamente 3ml en una celda de plástico y medir en 

espectrofotómetro a 532nm de luz visible. 
12. Usar como control positivo el mismo método sin proteína de tejido. 

 
Cálculos para determinar niveles de MDA: 
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VI.2.3 Determinación de carbonilos 
Los carbonilos son los productos más relevantes del ataque por radicales libres a 

proteínas. También son formados por reacción de aldehídos (formados de peroxidación 
de lípidos y oxidación de azúcares) con proteínas. 

La cuantificación de carbonilos se da por derivatización con DNPH (Dinitro Phenil 
Hidracyne), precipitación ácida y absorbancia a 350-390nm. 
 
Material: 

 Campana de extracción 
 
Reactivos: (Ver preparación de  las soluciones en ANEXO 3) 

 Agua desionizada 
 Ácido clorhídrico 2M 
 2, 4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10mM 
 Ácido tricloroacético al 20% 
 Guanidina 6M con fosfato de potasio 20mM 
 Solución etanol absoluto: acetato de etilo (1:1) 

 
Desarrollo del protocolo para la cuantificación de carbonilos: 



1. Agregar 1mg de proteína del tejido homogenado a un tubo eppendorf de 1.5ml 
2. Añadir 0.5ml de Ácido tricloroacético para precipitar la proteína 
3. Adicionar 0.5ml de 2,4-Dinitrofenilhidrazina y mantener en reposo durante una hora 

a temperatura ambiente. Mezclar en vortex cada 10-15 minutos 
4. Agregar 0.5ml de ácido tricloroacético al 20% 
5. Centrifugar los tubos a 3500rpm durante 3min y tirar el sobrenadante 
6. Lavar los pellets 3 veces con 1ml de solución etanol-acetato de etilo para remover el 

reactivo libre. Mantener en reposo las muestras por 10 minutos entre cada 
centrifugación y tirar el sobrenadante  

7. Resuspender el precipitado de la proteína en 0.6ml de la solución de guanidina. 
Mantener a 37º C a baño maría y agitación durante 15 minutos 

8. Remover cualquier residuo insoluble por centrifugación a 3500rpm durante 3 
minutos  

9. Leer en el espectrofotómetro a 390nm 
10. Usar como control 0.6ml de guanidina  
11. Usar coeficiente de extinción molar de grupos carbonilo= 0.022 
 
Cálculo para determinar cantidad de carbonilos: 
 

proteinamgmolarextinccoef
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VI.3 SENESCENCIA REPLICATIVA EN FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS 
DE RATÓN 

Se ha visto que las células de animales viejos senescen más lentamente que las de 
jóvenes (Dimri et al 1995; Konigsberg et al, 2004), y también se ha visto mayor daño 
oxidativo en células envejecidas que en células de pases tempranos (Chen et al, 1995). 
El propósito de este trabajo es averiguar si las células de ratones mutantes, carentes de 
la catalasa, senescen más rápidamente que las de los silvestres; para lo cual se 
compararon algunas características de senescencia, como la morfología celular, la tasa 
de proliferación, y la cantidad de células positivas para β-galactosidasa, de fibroblastos 
embrionarios provenientes de ratones mutantes y silvestres.  

El proceso consta de dos etapas. La primera consiste en la obtención de los 
fibroblastos de ratones embriones de 14 dpc (días post coitum) con los genotipos Cas+/+, 
Cas+/- y Cas-/-. Una vez generado el cultivo primario de cada línea, las células se 
congelan hasta obtener juntas las 3 líneas celulares.  La segunda etapa consiste en el 
envejecimiento de las células, mediante el pase de una determinada cantidad de células 
a un nuevo plato de cultivo, cada vez que una de las líneas celulares llegue a 
subconfluencia, en ese momento se realiza el subcultivo de las 3 líneas celulares. Para 
calcular la tasa de proliferación se cuantifican las células sembradas, las obtenidas y el 
tiempo en cada pase. El proceso del subcultivo termina una vez que las células dejan de 
replicarse. 

Los embriones Cas+/+ se otuvieron a partir de una cruza entre dos ratones Cas+/+; los 
embriones Cas+/- provienen de una cruza entre un Cas+/+ y un Cas-/-; y las crías Cas-/- son 
producto de una cruza entre dos animales Cas-/-. 

 
VI.3.1 Cultivo y subcultivo de fibroblastos embrionarios de ratón 

ETAPA 1: Cultivo primario de fibroblastos. 
 



Material y equipo estéril para la disección: 
a) Para sacrificar y disectar hembra preñada:  

 Mesa de trabajo dentro del laboratorio 
 1 tijeras grandes 
 2 pinzas medianas 

 
b) Para disectar embriones  

 Campana de flujo laminar, dentro del cuarto de cultivo 
 2 pinzas finas 
 1 tijeras grandes 
 1 tijeras pequeñas 
 1 soporte para navaja 
 1 navaja  
 Gasas estériles 
 Tubos falcon de 50 ml y de 15 ml 

 
Reactivos: (Ver preparación de las soluciones en el ANEXO 4) 

 Agua de calidad para uso en cultivo: 
El agua se purifica por medio de un sistema de poro milli Q con intercambio iónico, 
y posteriormente se esteriliza a través de autoclave. 

 Gelatina al 0.1% (opcional)  
 Dulbecco’s Modified Tagle Médium (DMEM Gibco 12100-046) 
 Suero Fetal Bovino (SFB Gibco 16000-044) 
 Piruvato de sodio 100X (Gibco 11360-070) 100mM 
 Aminoácidos no esenciales 100X (Gibco 11140-050) 10mM 
 Glutamax-1 100X (Gibco 35050-061) 
 β-mercaptoetanol 1000X 55mM (β-MeOH Gibco 21985-023) 
 Verseno (Gibco15040-066) 
 Solución EDTA 0.02% en PBS 1X 
 Tripsina 2.5% 10X (Gibco 15090-046) 
 Phosphate – Buffered Saline (PBS 1X) 

 
 DMEM suplementado con nutrientes y antibiótico  

Para 100ml de solución agregar: 
1. 10 ml de SFB (final 10%). 
2. 100 μl de piruvato de sodio 100X (final 0.1X).  
3. 1 ml de glutamina 100X (final 1X). 
4. 182 μl de β-MeOH.  
5. Xml de Gentamicine Penicilina Streptomicine(GPS) (final 0.25%).  
6. Aforar la solución a 100m con DMEM. 
7. Esterilizar por filtración con membrana 0.22μm. 
8. Almacenar a 4º C hasta por dos semanas. 

 
 Medio de Congelación 2X 

Para 10 ml: 
1. 3 ml de DMEM (final 60%). 
2. 1 ml de DMSO grado cultivo (SIGMA D2650) (final 20%). 
3. 1 ml de SBF (final 20%). 

 
Desarrollo del protocolo: 



 
a) Preparación del material  
1. Equilibrar las soluciones a 37º C y a 5% de CO2 durante 15 minutos. 
2. Lavar el material de disección con agua y un cepillo de cerdas suaves. 
3. Sumergirlas en etanol absoluto durante 20 minutos aproximadamente. 
4. Secarlos a temperatura ambiente sobre una gasa estéril 

 
b) Disección de embriones  
1. Utilizar embriones de 12 a 14dpc.  
2. Sacar el útero de la hembra preñada, usando guantes, colocarlo en una caja petri 

de 100mm X 20mm de diámetro con PBS y enjuagarlo dos veces.  
3. En precultivo, y con microscopio estereoscópico si es necesario, extraer los 

embriones del útero y colocarlos en un plato de cultivo celular de 60mm X 
15mm con una solución de GPS al 0.25% en PBS 1X. 

4. Dentro de la campana de flujo laminar, extraer los embriones del saco vitelíneo 
y colocarlos en un plato de cultivo celular de 60mm X 15mm. 

5. Dentro de la campana de flujo laminar, con guantes y navaja estéril, obtener, en 
un plato de cultivo celular de 60mm X 15mm, la parte dorsal de los embriones, 
desde la parte media inferior de la cabeza hasta la parte posterior del embrión; 
eliminando cerebro (parte superior de la cabeza), extremidades y órganos 
internos.   

6. Pasar el contenido a un tubo de 10ml o a una caja de 60mm de diámetro con 
DMEM sin suero o con PBS. 

7. Cortarlos con una navaja hasta obtener una pasta. 
8. Pasar la pasta a un tubo y agregar 10ml de tripsina 0.15% en EDTA.  
9. Nota: La solución de tripsina debe estar a 37º C antes de agregarla a tejido o a 

células. 
10. Llevar el tubo (tubo A) a 37º C durante 10 minutos, agitándolo ligera y 

esporádicamente. 
11. Tomar 5ml de sobrenadante y agregarlo a un tubo de 50ml (tubo B); con el 

objetivo de inactivar la tripsina, adicionarle 5ml de DMEM + SFB al 10%. 
12. Adicionar 5ml de tripsina 0.15% al tubo A, durante 10 minutos a 37º C, 

mezclando la solución leve y esporádicamente.  
13. Repetir unas 5 veces pasos 9 y 10.  
14. Filtrar el tubo B con gasa.  
15. Tomar una muestra de 12 μl (homogenizada previamente con la pipeta), y 

mezclarla con 12 μl de azul de tripano (GIBCO 15250-061) en un tubo 
eppendorf de 500μl. Contar células en la cámara de Neubauer de la siguiente 
manera: 
i. Lavar la cámara y cubreobjetos con chorro de agua y a continuación con 

etanol al 70%. 
ii. Ya secos, colocarlos en el microscopio, de tal manera que el cubreobjetos 

cubra la superficie plateada de la cámara. 
iii. Mezclar la solución subiéndola y bajándola varias veces con la pipeta. 
iv. Colocar 10μl en cada cavidad de la cámara, de manera que por capilaridad, 

se distribuya la solución hacia el interior de la cámara, cubriendo toda la 
zona cuadricular de la cámara. 

v. Contar las células en cada cuadrante alrededor de la cuadrícula central 
(delimitados por 5 líneas paralelas), utilizando el objetivo 10X, y realizar un 



promedio entre los 8 cuadrantes (correspondientes a las 2 cavidades de la 
cámara). 

vi. Para obtener el número de células totales en la suspensión inicial, debemos 
multiplicar la cantidad promedio de células por un factor de 20,000 (tenemos 
10 μl de suspensión celular y  10 μl de azul de tripano) por el volumen de la 
suspensión celular (en ml). 

16. Centrifugar la suspensión celular a 1000rpm durante 5 minutos a 4º (opcional).  
17. Aspirar el sobrenadante y resuspender el pelet en el volumen necesario de 

DMEM suplementado, para sembrar una cantidad determinada de células en un 
plato de cultivo de 10 cm de diámetro. 

18. Cambiar el medio de cultivo cada tercer día hasta que las células lleguen a 
subconfluencia (que haya todavía un poco de huecos entre las células). 

 
ETAPA 2: Congelación y descongelación de células: 

Dado que generalmente no es posible obtener el cultivo primario de fibroblastos de 
los diferentes genotipos al mismo tiempo, ya sea porque las diferentes hembras no son 
preñadas el mismo día, y por tanto la etapa post coitum se desfasa de una camada con 
respecto a la otra, es necesario congelar el cultivo primario de fibroblastos al tercer día 
de que se han sembrado las células, es decir, una vez que se han adaptado y reproducido 
en el medio de cultivo. 

Con el fin de investigar el efecto de la modificación de la cantidad de la catalasa 
sobre la senescencia celular, reflejado como la velocidad de proliferación celular, los 
fibroblastos de los 3 niveles de la catalasa se descongelan y se subcultivan al mismo 
tiempo.  

El protocolo del procedimiento de congelación y descongelación de células se 
detalla en el ANEXO 4. 
 
ETAPA 3: Subcultivo de fibroblastos.  

1. Aspirar el medio DMEM suplementado. 
2. Lavar 2 veces con PBS 1X.  
3. Agregar 0.5ml de tripsina al 0.25%, cubriendo toda la superficie del plato. Dar 

un pequeño golpecito a la caja y moverla ligeramente.  
4. Incubar a 37º C durante 5 minutos. 
5. Agregar 4.5ml de DMEM suplementado. 
6. Mezclar y tomar una alícuota de 12μl para contar las células en cámara de 

Neubauer. 
7. Centrifugar la suspensión celular a 1000rpm durante 5 minutos. 
8. Aspirar el sobrenadante, cuidando de no llevar el pelet. 
9. Resuspender en 2ml con DMEM suplementado. 
10. Tomar una alícuota de 12μl para contar las células. 
11. Sembrar 1X106 células en una caja de 10cm de diámetro o 150,000 o 100,000 

células en una caja de 6cm de diámetro. 
12. Cambiar el medio de cultivo cada tercer día hasta que una de las líneas celulares 

llegue a subconfluencia.  
13. Subcultivar las células hasta que las células dejen de dividirse en el proceso del 

ciclo celular, indicando, por definición de senescencia, que las células han 
envejecido. 

14. Para determinar el doblaje de población (DP), realizar el siguiente cálculo:  
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VI.3.2 Tinción de células para detectar actividad de β-galactosidasa asociada 

a senescencia (SA-βgal)  
Se sabe que los cultivos de células tomadas de organismos viejos, y los envejecidos 

in vitro, se caracterizan por presentar un número significativamente mayor de células 
que expresan β−galactosidasa  a pH 6(Dimri et al, 1995). Por dicha razón, la detección 
de β-gal en estas condiciones, es uno de los marcadores de senescencia. 

 Por otro lado, se ha visto involucrado el daño oxidativo en el proceso de 
senescencia celular. Por ejemplo, existen evidencias de que las células humanas 
senescentes contienen niveles mayores de 8-oxo-2’-deoxiguanosina, como marcador de 
daño oxidativo al DNA, que las células jóvenes de pases tempranos (Chen et al, 1995); 
además se encontró que el daño oxidativo a las células senescentes puede ser causado 
por ERO, puesto que se encontró que los fibroblastos humanos expuestos a dosis 
subletales de H2O2 (100 a 200μM) senescen antes que las controles (Dimri et al, 1995); 
y con tratamientos prolongados con dosis bajos de H2O2, muestran un aumento de 
células positivas para β-galactosidasa, el arresto irreversible del ciclo celular en la fase 
G1, y el incremento en la expresión de proteínas relacionadas al daño y reparación del 
DNA, como p53 y p21 (Duan et al, 2005). Todas estas evidencias sugieren que la 
senescencia celular pudiera ser causada por un aumento en las ERO, como el H2O2, o 
por una disminución de enzimas antioxidantes como la catalasa.    

Nuestro objetivo es determinar si las células de los ratones mutantes, por la ausencia 
de la catalasa, tienen más células positivas para β-galactosidasa, como marcador de 
senescencia, que las células de los ratones silvestres.  

  
Material y reactivos: (Ver preparación de soluciones en ANEXO 5) 

 Agua desionizada por el sistema milliQ 
 Phosphate – Buffered Saline (PBS 1X) 
 Solución fijadora formaldehído 2%/0.2% glutaraldehído ó Paraformaldehido (PFA) 

(Sigma P6148-500G) al 4%. 
 

Soluciones stock para la solución de tinción: 
 N,N-Dimetilformamida (DMF) C3H7NO (RESEARCH ORGANICS INC. 2147D) 
 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactoside (X-gal)  20 mg/ml (RESEARCH 

ORGANICS INC. 1178B) 
 Ácido cítrico monohidratado (C6H8O7 • H2O) 0.1M (J. T. BAKER 011020O)  
 Solución de fosfato de sodio dibásico anhidro (Na2HPO4) 0.2M (SIGMA S-0876) 
 Solución ácido cítrico/ buffer de fosfato de sodio 0.2M a pH 6 
 Ferrocianuro de potasio 100mM K4Fe(CN)6•3H2O (J.T. BAKER 3114-01) 
 Cloruro de sodio 5M NaCl(J.T. BAKER 3624-01)  
 Cloruro de magnesio 1M (RESEARCH ORGANICS INC. 0090M) 

 
 Solución de tinción 

Para 20ml de solución:  



1. Mezclar 1ml de solución de X-gal a 20mg/ml (final 1mg/ml), 4ml de solución 
ácido cítrico/ buffer de fosfato de sodio 0.2M a pH 6, 1ml de ferrocianuro de 
potasio 100mM (final 5mM), 0.6ml de cloruro de sodio 5M (final 150mM), 
0.04ml de cloruro de magnesio 1M (final 2mM) y 13.36ml de agua desionizada. 

2. Utilizar la solución el mismo día de su preparación. 
 
Procedimiento para fijar y teñir las células: 

1. Lavar las células 2 veces con PBS1X 12 horas después de haberlas subcultivado 
(100,000 células en un plato de cultivo de 60mm). 

2. Fijar las células por 3-5 minutos a temperatura ambiente, con 1-2ml (hasta cubrir 
la superficie del plato) de 2% formaldehído/0.2% glutaraldehído (o 0.3% 
glutaraldehído). 

3. Lavar las células con PBS 1X. 
4. Agregarles solución de tinción (1-2ml por 35mm de plato, o hasta cubrir la 

superficie). 
5. Incubarlas a 37º C (en incubadora sin CO2). 
6. Contar células teñidas en azul (en algunas células es evidente a 2-4hrs, y 

máxima a 12-16hrs). 
7. Usar como células control las incubadas en solución de tinción sin X-gal. 

 
VI.4 SUSCEPTIBILIDAD DE CÉLULAS A MORIR CON H2O2 

1. Sembrar 100,000 células en cada pozo de una caja con 12 pozos (4 pozos por 
genotipo). 

2. A las 12 horas de sembradas, tratarlas con H2O2 0, 5mM, 2mM y 1mM cada caja 
con fibroblastos embrionarios de ratón Cas+/+, Cas+/-  y Cas-/-. 

3. Evaluar la cantidad de células vivas y muertas a las 12 hrs de tratamiento. 
 
VI.5 DETERMINACIÓN DE CURVA DE SUPERVIVENCIA POR EL 

MÉTODO DE KAPLAN – MEIER 
El método de Kaplan-Meier es una de las pruebas no paramétricas (discreta o 

actuarial), utilizada en la metodología estadística básica, para el análisis de datos para 
estudios de supervivencia. Calcula la supervivencia cada vez que un evento ocurre 
(llámese evento al momento en que muere un paciente en un hospital, o un ratón en este 
caso). Este procedimiento da proporciones exactas de supervivencia debido a que utiliza 
tiempos de supervivencia precisos (no aproximaciones como otros métodos). 

La característica distintiva del análisis con éste método, conocido también como el 
“límite del producto”, es que la proporción acumulada que sobrevive se calcula para el 
tiempo de supervivencia individual de cada paciente (en este caso ratón) y no se 
agrupan los tiempos de supervivencia en intervalos. 

 
a) Procedimiento manual: 

Hacer una tabla con las siguientes características: 
1. Enlistar los ratones con su edad respectiva, en orden ascendente en la edad   
2. En otra columna, se coloca el no. 1 en aquéllos que han fallecido por muerte 

natural (observación no censurada) y un 0 en los que siguen vivos o han sido 
sacrificados, estén perdidos, o se desconozca su paradero (observación 
censurada) 

3. Numerar las observaciones en la tercera columna 
4. En la cuarta columna, colocar el número de orden (rango) en las observaciones 

no censuradas  



5. En la quinta columna, calcular la proporción de ratones que sobrevive a cada 
intervalo: 

1+−
−
rn

rn , donde n es tamaño de la muestra y r es el rango no censurado.  

Esta columna calcula la probabilidad de supervivencia para cada tiempo. 
6. Calcular, en la séptima columna, el estimador de la proporción acumulativa que 

sobrevive. Se realiza multiplicando los valores de la columna anterior (de los 
dos ratones anteriores). 

De este modo, la probabilidad de vivir un cierto periodo de tiempo (hasta el instante 
t) desde el principio del estudio, es el producto de la probabilidad acumulada de 
sobrevivir hasta el periodo del tiempo anterior a t, (t-1), multiplicado por la probabilidad 
de sobrevivir durante el intervalo (t-1; t). 

La probabilidad de supervivencia se grafica utilizando el tiempo en el eje x y la 
probabilidad de supervivencia en el eje y. 
 
b) Procedimiento en paquete de software 

Los cálculos de sobrevivencia se pueden obtener mediante el software de Sigma 
Plot 7.0 

 
VI.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 Se utilizó ANOVA para averiguar el nivel de significancia de los datos de 3 
grupos, y se utilizó t de student para evaluar el nivel de significancia entre dos grupos 
de datos, utilizando el software Sigma Plot 7.0  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
VII.1 DIAGNÓSTICO DEL GENOTIPO DE LOS RATONES 
 

VII.1.1 Diagnóstico por descomposición del peróxido en sangre  
 Dado que los ratones mutantes de la catalasa aparentemente no presentaron 

diferencias en el fenotipo, que los distinga de los ratones silvestres, todos los animales 
se identificaron mediante la determinación de su genotipo por la técnica de la reacción 
del H2O2 en su sangre y mediante PCR. 

Se diagnosticaron aproximadamente 485 ratones en total, la mayor parte de ellos 
por el método de la descomposición del H2O2 en la sangre; y ocasionalmente o como 
medida de corroboración, se diagnosticaron por el método de PCR (aproximadamente 
100 ratones). 

En la tabla 4 y en la figura 4 se muestra un ejemplo de la reacción que se genera al 
mezclar el H2O2 y la sangre de un ratón Cas-/-, uno Cas+/- y uno Cas+/+. Como se observa 
en la figura 4, la reacción del H2O2 en la sangre del ratón, genera un determinado 
volumen de burbujas, cuya cantidad depende del genotipo del ratón, que se interpreta 
como la cantidad de H2O2 descompuesto por la catalasa. A mayor cantidad de alelos 
mutados, menor producción de H2O2 descompuesto, observado como cantidad de 
volumen de gas formado (posiblemente O2).  

La velocidad de reacción de descomposición del H2O2 fue reproducible y varió 
según el número de alelos mutados, como se muestra en la figura 5. En el caso de la 
reacción con sangre de ratón Cas-/- y Cas+/- el volumen permanece constante de 3 a 10 
minutos, en cambio con la sangre de ratón Cas+/+, la generación del gas se detiene 
generalmente hasta los 7 minutos. Esto sugiere que la velocidad de la descomposición 
del H2O2 depende de la cantidad de la catalasa. Sin embargo, se ha comprobado también 
que la actividad de la catalasa depende de la concentración del H2O2 (Ho et al 2004). 

Se observó que, una vez agregado el H2O2, la sangre de los ratones Cas-/- se 
obscurece más que la sangre de los Cas+/- y Cas+/+. Sin embargo, aun en la sangre de los 
ratones  Cas-/- se forman aproximadamente 50 μl de gas burbujeante; lo cual sugiere que 
posiblemente otra sustancia esté ejerciendo o causando la producción de O2 a partir de 
la descomposición del H2O2 en la sangre. 

El método anterior de detección del genotipo, por ser más barato, más rápido que el 
PCR e igualmente reproducible, fue considerado el rutinario para la genotipificación de 
los animales; el PCR fue realizado sólo esporádicamente como medida de corroboración 
del genotipo y del primer método. Además, el genotipo de las crías provenientes de 
progenitores diagnosticados por PCR y por el ensayo de la descomposición del H2O2, 
resultó el esperado según el principio mendeliano (figura 7), evidenciando la 
confiabilidad de estos métodos. 
 
 
 
 
 
 
 
 

Volumen formado 5 min después de la 
reacción 50μl H2O2 + 5μl de sangre  GENOTIPO 



4 semanas de edad 1mes – 2años de 
edad 

100 μl 100-120 μl HOMÓCIGOTO 
200 μl 200-300 μl HETERÓCIGOTO 
300 μl 300-550 μl SILVESTRE 

 
Tabla 4. Descomposición de H2O2 en sangre de ratones mutantes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Volumen aumentado en la reacción de descomposición del H2O2 en sangre de 
ratones mutantes, descrita también el la tabla 4. Se muestra que la descomposición de la 
sangre es correspondiente a la actividad de la catalasa. Los símbolos -/-, +/- y +/+, 
corresponden a ratones Cas-/-, Cas+/- y Cas+/+, que fueron diagnosticados previamente 
por la técnica de PCR. El volumen final después de la incorporación del H2O2 en la 
sangre, se observa en los tubos eppendorf de 500 μl con graduaciones cada 50μl.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Grado de descomposición del H2O2 en sangre de ratones mutantes. Se 
determinó el consumo del H2O2 al 30% en la sangre de los ratones Cas+/+ (arriba), 
Cas+/- (en medio) y Cas-/- (abajo). Desde el momento en que se agregó el H2O2 en la 
sangre (tiempo 0), el nivel de descomposición fue proporcional a la actividad de la 
catalasa. 
 
 
 

VI.1.2 Diagnóstico del genotipo por PCR 
En la figura 6 se muestra un ejemplo del diagnóstico del genotipo de 8 ratones, 

mediante la técnica  de PCR. El producto amplificado esperado positivo para el alelo no 
mutado es de 254 pb, y el positivo para el alelo mutado es de 394 pb.  

GRADO DE DESCOMPOSICION DE H2O2 (50 μl al 3%) 
EN 5 μl DE SANGRE   

0
100
200
300
400
500
600

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600

Tiempo (seg)

Vo
lu

m
en

 d
e 

ga
s 

pr
od

uc
id

o 
( μ

l)

wt
het
hom

-/- +/- +/+ 



 
A. PCR para el alelo no mutado 

 
        1     2     3     4     5     6      7     8 

 
 

B. PCR para el alelo mutado 
 
 
             1      2     
3     4      5     6      7     8 

 
 
Figura 6. Diagnóstico, por PCR, del genotipo de algunos ratones mutantes para la 
catalasa (numerados del 1 al 8).  
(A) Muestra bandas positivas, de 254 pb de longitud, para detectar el alelo no mutado 
del gen de la catalasa, en gel de agarosa al 2%. 
(B) Las bandas de 394pb amplifican una parte del caset Neo, que fue sustituida por una 
región del gen de la catalasa, para detectar el alelo mutado. 
El genotipo de los animales con el número 1, 2, 3 y 7 es Cas-/- (homocigoto para el alelo 
mutado), puesto que son positivos para el alelo mutado y negativos para el alelo no 
mutado; el genotipo Cas+/- (heterocigoto para el alelo mutado) corresponden a los 
ratones identificados con los números 4, 5 y 8, ya que fueron positivos para el alelo 
mutado y positivos para el alelo no mutado; y el ratón número 6 resultó ser Cas+/+ 
(silvestre), puesto que fue positivo negativo para el alelo mutado y positivo para el alelo 
no mutado. 
 
 

La población de ratones mutantes se obtuvo a partir de la quimera  cruzada con 6 
machos silvestres C57/BL6 (tesis de doctorado de David Hernández), cuyas crías fueron 
cruzadas entre ellas, con el fin de obtener los 3 genotipos diferentes.  

Posteriormente, para tener una población mejor controlada en cuanto al número de 
crías por genotipo, se manipularon las siguientes cruzas: homocigoto con homocigoto 
para conseguir crías homocigotos para el alelo mutado; homocigoto con silvestre, para 

254 pb 

394 pb 

506 pb 

1018 pb 

506 pb 

1018 pb 



producir crías heterocigotos para el alelo mutado;  y silvestre con silvestre para generar 
crías silvestres.  

En la figura 7 se muestra el mapa genealógico de la población completa de ratones 
generados a partir de la quimera (Q). Las hembras se representan por un círculo y los 
machos por un cuadrado. Las figuras geométricas sin relleno representan los ratones 
Cas+/+, los cuadrados y círculos con la mitad del área coloreada en azúl representan los 
ratones Cas+/- y las figuras cuya área está rellena completamente de color azúl, muestra 
a los ratones Cas-/-. Cada individuo está identificado por caracteres que se encuentran 
dentro del círculo o cuadrado. Los caracteres azules fuera de las figuras geométricas 
indican la fecha de nacimiento (FN), y los rojos representan la fecha de muerte natural 
(FM) o por sacrificio (FS); la cruz es signo de que el animal murió. 
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4/6bm 5/15a

?

†

4/6bm 44

?

FS: 
8/ 03/05

†

2/6m 1/15a

6/C22/C2 5/C24/C2

FN: 3/12/04

s s s s s s
1/C2 3/C2

1C2.
2

2/C2.
2

FN: 12/01/05

7/C2.
2

10/C1.
2

9/
C2.2

8/C2.
2

s s s s s s s s s s

6/C2.
2

3/C2.
2

4/C2.
2

5/C2.
2

FM
:  

21 /03/05

FM
: 

21/ 03/05

FM
: 

21/ 03/05

FM
: 

21/03 /05

FM
: 

23 /03/05

1/6bm

FN:3/04/05 

†††

FM
: 

3/0 4/05

FM
: 

3/04/ 05

FM
: 

3/ 04/05

F M
: 

8/04/0 5

†1/C8

FM
S: 

28/06/0 5

†

† † † † †

FM
: 

28/03 /05

†

FM
S: 

30/0 6/05

†

FSA
 16m

: 
20/03/ 06

† † †

FSA
 16 m

: 
20/0 3/06

FS A
 16m

: 
20/03/0 6

FS A
 16m

:  
20/03/0 6

FN: 26/12/04

1/C4 2/C4 3/C4

s s s s

4/C4

50 35

2 (sacrifiqué)

F M
S: 

18/05/ 05

†

3/
C4.2

FN: 19/01/05

4/C4.
2

5/C4.
2

6/C4.
2

7/C4.
2

s s s ss

FM
S: 

27/ 04/05

†

FM
S : 

20/ 06/05

†

FM
S: 

20 /05/05

†

5/C16 8/C16 9/C161/C16 2/C16 3/C16 4/C16 6/C16 7/C16

FM
S: 

01/07/ 05

†

2/6b
4/

15a

?

†

2/6b 8/6

FN:08/01/05 

1/C5 3/C52/C5

s s s

1/C5.
2

2/C5.
2

3/C5.
2

4/C5.
2

5/C5.
2

6/C5.
2

7/C5.
2

8/C5.
2

9/C5.
2

10/C5.
2

11/C5.
2

?

13/C5.
2

s s s ss s s s ss s

FN: 11/02/05

FM
: 

1 1/02/05

†

12/C5.
2

†

FM
: 

20/05/ 05

FM
: 

10/11 /05

FM
: 

28/12/0 5

FM
: 

30/ 12/05

F M
: 

30/12/0 5

FM
:  

30/ 12/05

FM
: 

30/12 /05

FM
: 

30 /12/05

FSA
 13 m

: 
20/03 /06

FM
: 

30/12/0 5

†††††††††

9/19 4/6bm 5/15a

?

†

4/6bm 44

?

FS: 
8/ 03/05

†

4/6bm 5/15a

?

†

4/6bm 5/15a

?

†

4/6bm 44

?

4/6bm 444/6bm 44

?

FS: 
8/ 03/05

†

2/6m 1/15a

6/C22/C2 5/C24/C2

FN: 3/12/04

s s s s s s
1/C2 3/C2

1C2.
2

2/C2.
2

FN: 12/01/05

7/C2.
2

10/C1.
2

9/
C2.2

8/C2.
2

s s s s s s s s s s

6/C2.
2

3/C2.
2

4/C2.
2

5/C2.
2

FM
:  

21 /03/05

FM
: 

21/ 03/05

FM
: 

21/ 03/05

FM
: 

21/03 /05

FM
: 

23 /03/05

1/6bm

FN:3/04/05 

†††

FM
: 

3/0 4/05

FM
: 

3/04/ 05

FM
: 

3/ 04/05

F M
: 

8/04/0 5

†1/C8

FM
S: 

28/06/0 5

†

† † † † †

FM
: 

28/03 /05

†

FM
S: 

30/0 6/05

†

FSA
 16m

: 
20/03/ 06

† † †

FSA
 16 m

: 
20/0 3/06

FS A
 16m

: 
20/03/0 6

2/6m 1/15a

6/C22/C2 5/C24/C2

FN: 3/12/04

s s s s s s
1/C2 3/C2

1C2.
2

2/C2.
2

FN: 12/01/05

7/C2.
2

10/C1.
2

9/
C2.2

8/C2.
2

s s s s s s s s s s

6/C2.
2

3/C2.
2

4/C2.
2

5/C2.
2

FM
:  

21 /03/05

FM
: 

21/ 03/05

FM
: 

21/ 03/05

FM
: 

21/03 /05

FM
: 

23 /03/05

1/6bm

FN:3/04/05 

†††

FM
: 

3/0 4/05

FM
: 

3/04/ 05

FM
: 

3/ 04/05

F M
: 

8/04/0 5

†1/C8

FM
S: 

28/06/0 5

†

† † † † †

FM
: 

28/03 /05

†

FM
S: 

30/0 6/05

†

FSA
 16m

: 
20/03/ 06

† † †

FSA
 16 m

: 
20/0 3/06

FS A
 16m

: 
20/03/0 6

FS A
 16m

:  
20/03/0 6

FN: 26/12/04

1/C4 2/C4 3/C4

s s s s

4/C4

50 35

2 (sacrifiqué)

F M
S: 

18/05/ 05

†

3/
C4.2

FN: 19/01/05

4/C4.
2

5/C4.
2

6/C4.
2

7/C4.
2

s s s ss

FM
S: 

27/ 04/05

†

FM
S : 

20/ 06/05

†

FM
S: 

20 /05/05

†

5/C16 8/C16 9/C161/C16 2/C16 3/C16 4/C16 6/C16 7/C16

FM
S: 

01/07/ 05

†

FS A
 16m

:  
20/03/0 6

FN: 26/12/04

1/C4 2/C4 3/C4

s s s s

4/C4

50 35

2 (sacrifiqué)

F M
S: 

18/05/ 05

†

3/
C4.2

FN: 19/01/05

4/C4.
2

5/C4.
2

6/C4.
2

7/C4.
2

s s s ss

FM
S: 

27/ 04/05

†

FM
S : 

20/ 06/05

†

FM
S: 

20 /05/05

†

5/C16 8/C16 9/C161/C16 2/C16 3/C16 4/C16 6/C16 7/C16

FM
S: 

01/07/ 05

†

FN: 26/12/04

1/C4 2/C4 3/C4

s s s s

4/C4

50 35

2 (sacrifiqué)

F M
S: 

18/05/ 05

†

3/
C4.2

FN: 19/01/05

4/C4.
2

5/C4.
2

6/C4.
2

7/C4.
2

s s s ss

FM
S: 

27/ 04/05

†

FM
S : 

20/ 06/05

†

FM
S: 

20 /05/05

†

5/C16 8/C16 9/C161/C16 2/C16 3/C16 4/C16 6/C16 7/C16

FM
S: 

01/07/ 05

†

FN: 26/12/04

1/C4 2/C4 3/C4

s s s s

4/C4

FN: 26/12/04

1/C4 2/C4 3/C4

s s s s

4/C4

50 35

2 (sacrifiqué)

50 35

2 (sacrifiqué)

50 3550 35

2 (sacrifiqué)

F M
S: 

18/05/ 05

†

3/
C4.2

FN: 19/01/05

4/C4.
2

5/C4.
2

6/C4.
2

7/C4.
2

s s s ss

FM
S: 

27/ 04/05

†

FM
S : 

20/ 06/05

†

FM
S: 

20 /05/05

†

5/C16 8/C16 9/C161/C16 2/C16 3/C16 4/C16 6/C16 7/C16

FM
S: 

01/07/ 05

†

2/6b
4/

15a

?

†

2/6b 8/6

FN:08/01/05 

1/C5 3/C52/C5

s s s

1/C5.
2

2/C5.
2

3/C5.
2

4/C5.
2

5/C5.
2

6/C5.
2

7/C5.
2

8/C5.
2

9/C5.
2

10/C5.
2

11/C5.
2

?

13/C5.
2

s s s ss s s s ss s

FN: 11/02/05

FM
: 

1 1/02/05

†

12/C5.
2

†

FM
: 

20/05/ 05

FM
: 

10/11 /05

FM
: 

28/12/0 5

FM
: 

30/ 12/05

F M
: 

30/12/0 5

FM
:  

30/ 12/05

FM
: 

30/12 /05

FM
: 

30 /12/05

FSA
 13 m

: 
20/03 /06

FM
: 

30/12/0 5

†††††††††

2/6b
4/

15a

?

†

2/6b 8/6

FN:08/01/05 

1/C5 3/C52/C5

s s s

1/C5.
2

2/C5.
2

3/C5.
2

4/C5.
2

5/C5.
2

6/C5.
2

7/C5.
2

8/C5.
2

9/C5.
2

10/C5.
2

11/C5.
2

?

13/C5.
2

s s s ss s s s ss s

FN: 11/02/05

FM
: 

1 1/02/05

†

12/C5.
2

†

FM
: 

20/05/ 05

FM
: 

10/11 /05

FM
: 

28/12/0 5

FM
: 

30/ 12/05

F M
: 

30/12/0 5

FM
:  

30/ 12/05

FM
: 

30/12 /05

FM
: 

30 /12/05

FSA
 13 m

: 
20/03 /06

FM
: 

30/12/0 5

†††††††††

9/199/19

FM
: 

18/12/04

FM
: 

10/12/04



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FN: 5/03/05

1/C7.2 2/C7.2 3/C7.2 4/C7.2 5/C7.2 6/C7.2

FM
S:  

20/0 5/05

†
s s s s s s

FM
: 

18 /10/0 5

†

FN: 26/02/05

1/C6.22/C6.23/C6.24/C6.2

FN: 23/03/05

FM
: 

2/ 04/05

†1/C6.3 2/C6.3 3/C6.3 4/C6.3 5/C6.3 6/C6.3
s s s s s s

FS A
 12m

: 
2 0/03/ 06

FS A
 12m

: 
20/03 /06

F SA
 12 m

: 
2 0/03/ 06

† † †

5/C4.
2

9/C1 o 
1/C5

FN: 21/04/05

5/C16 6/C16 7/C16 8/C16 9/C161/C16 2/C16 3/C16 4/C16
? ?s s s s s s s s s

FM
S:  

1/07 /05

†

FSA
: 

16/ 11/05

FS A
: 

16 /11/0 5

FS A
: 

20 /03/0 6

?
† † †

2/C22/6b

FN:29/04/05

1/C10 2/C10 3/C10 4/C10 5/C10 6/C10 7/C10 8/C10

FM
: 

30 /12/0 5

FS: 
29/0 9/05

F S: 
27/09 /05

† † †

8/6h

FN: 26/06/05

1/
C4.3m

FM
: 

26 /06/ 05

FM
: 

26/ 06/05

FM
: 

26/0 6/05

† † †

2/C4h

FN: 25/06/05

9/C334/C33 5/C331/C33 2/C33

s s s s s s

3/C33

4/C4m

FS L 7m
 : 

0 1/02/ 06

FS L 7m
 : 

01 /02/ 06

††

2/
C9m

4/
C12h

FN:02/08/05 

4/
C36m

5/
C36m

6/
C36m

7/
C36m

1/
C36h

2/
C36h

3/
C36h

FM
: 

02/0 8/05

†
?

FM
: 

03/0 8/05

†
?

FSL : 
03 /02/0 6

FSL : 
03/ 02/06

FS L: 
0 3/02/ 06

FS L: 
03 /02/ 06

††††

FN: 5/03/05

1/C7.2 2/C7.2 3/C7.2 4/C7.2 5/C7.2 6/C7.2

FM
S:  

20/0 5/05

†
s s s s s s

FM
: 

18 /10/0 5

†

FN: 5/03/05

1/C7.2 2/C7.2 3/C7.2 4/C7.2 5/C7.2 6/C7.2

FM
S:  

20/0 5/05

†
s s s s s s

FM
: 

18 /10/0 5

†

FN: 26/02/05

1/C6.22/C6.23/C6.24/C6.2

FN: 23/03/05

FM
: 

2/ 04/05

†1/C6.3 2/C6.3 3/C6.3 4/C6.3 5/C6.3 6/C6.3
s s s s s s

FS A
 12m

: 
2 0/03/ 06

FS A
 12m

: 
20/03 /06

F SA
 12 m

: 
2 0/03/ 06

† † †

FN: 26/02/05

1/C6.22/C6.23/C6.24/C6.2

FN: 23/03/05

FM
: 

2/ 04/05

†1/C6.3 2/C6.3 3/C6.3 4/C6.3 5/C6.3 6/C6.3
s s s s s s

FS A
 12m

: 
2 0/03/ 06

FS A
 12m

: 
20/03 /06

F SA
 12 m

: 
2 0/03/ 06

† † †

5/C4.
2

9/C1 o 
1/C5

FN: 21/04/05

5/C16 6/C16 7/C16 8/C16 9/C161/C16 2/C16 3/C16 4/C16
? ?s s s s s s s s s

FM
S:  

1/07 /05

†

FSA
: 

16/ 11/05

FS A
: 

16 /11/0 5

FS A
: 

20 /03/0 6

?
† † †

5/C4.
2

9/C1 o 
1/C5

FN: 21/04/05

5/C16 6/C16 7/C16 8/C16 9/C161/C16 2/C16 3/C16 4/C16
? ?s s s s s s s s s

FM
S:  

1/07 /05

†

FSA
: 

16/ 11/05

FS A
: 

16 /11/0 5

FS A
: 

20 /03/0 6

?
† † †

2/C22/6b

FN:29/04/05

1/C10 2/C10 3/C10 4/C10 5/C10 6/C10 7/C10 8/C10

FM
: 

30 /12/0 5

FS: 
29/0 9/05

F S: 
27/09 /05

† † †

2/C22/6b

FN:29/04/05

1/C10 2/C10 3/C10 4/C10 5/C10 6/C10 7/C10 8/C10

2/C22/6b

FN:29/04/05

1/C10 2/C10 3/C10 4/C10 5/C10 6/C10 7/C10 8/C10

FM
: 

30 /12/0 5

FS: 
29/0 9/05

F S: 
27/09 /05

† † †

8/6h

FN: 26/06/05

1/
C4.3m

FM
: 

26 /06/ 05

FM
: 

26/ 06/05

FM
: 

26/0 6/05

† † †

8/6h

FN: 26/06/05

1/
C4.3m

FM
: 

26 /06/ 05

FM
: 

26/ 06/05

FM
: 

26/0 6/05

† † †

2/C4h

FN: 25/06/05

9/C334/C33 5/C331/C33 2/C33

s s s s s s

3/C33

4/C4m

FS L 7m
 : 

0 1/02/ 06

FS L 7m
 : 

01 /02/ 06

††

2/C4h

FN: 25/06/05

9/C334/C33 5/C331/C33 2/C33

s s s s s s

3/C33

4/C4m 2/C4h

FN: 25/06/05

9/C334/C33 5/C331/C33 2/C33

s s s s s s

3/C33

4/C4m

FS L 7m
 : 

0 1/02/ 06

FS L 7m
 : 

01 /02/ 06

††

2/
C9m

4/
C12h

FN:02/08/05 

4/
C36m

5/
C36m

6/
C36m

7/
C36m

1/
C36h

2/
C36h

3/
C36h

FM
: 

02/0 8/05

†
?

FM
: 

03/0 8/05

†
?

FSL : 
03 /02/0 6

FSL : 
03/ 02/06

FS L: 
0 3/02/ 06

FS L: 
03 /02/ 06

††††

2/
C9m

4/
C12h

FN:02/08/05 

4/
C36m

5/
C36m

6/
C36m

7/
C36m

1/
C36h

2/
C36h

3/
C36h

FM
: 

02/0 8/05

†
?

FM
: 

03/0 8/05

†
?

FSL : 
03 /02/0 6

FSL : 
03/ 02/06

FS L: 
0 3/02/ 06

FS L: 
03 /02/ 06

††††



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4/
C14m

8/
C9h

FN:06/07/05 

4/
C24m

5/
C24m

6/
C24m

7/
C24m

8/
C24m

9/
C24m

1/
C24h

2/
C24h

3/
C24h

FSA
 8 m

: 
20/0 3/06

FS A
 8m

:  
20/ 03/06

FSA
 8m

: 
20/03 /06

F SL 6m
: 

01 /02/0 6

††††

?/
C15m

2/
C15h

FN:06/07/05 

1/
C38m

2/
C38m

3/
C38h

4/
C38h

5/
C38h

F SL 7m
: 

01 /02/06

†

2/
C18m

7/
C18h

FN:25/08/05 

1/
C44h

2/
C44h

3/
C44h

4/
C44h

5/
C44h

4/
C12h

FN:27/08/05 

9/
C45m

10/
C45m

1/
C45h

2/
C45h

3/
C45h

4/
C45h

2/
C14m

5/
C45h

6/
C45h

7/
C45h

8/
C45h

4/
C18m

9/
C9h

FN:22/08/05 

1/
C39m

2/
C39m

3/
C39m

4/
C39m

6/
C39h

7/
C39h

FM
: 

2 2/08/0 5

†
?

5/
C39m

9/
C4.3h

FN:25/08/05 

5/
C40m

6/
C40m

7/
C40m

8/
C40m

1/
C40h

2/
C40h

3/
C40h

4/
C40h

FSA
: 

20 /03/06

FSA
: 

2 0/03/0 6

FSA
: 

20/03 /06

FSA
: 

20/ 03/06

† † † †

1/
C27m

9/
C27h

FN:16/09/05 

1/
C41

3/
C41

4/
C41

5/
C41

6/
C41

7/
C41

2/
C41

9/
C27h

FN:15/09/05 

1/
C42

2/
C42

3/
C42

4/
C42

5/
C42

6/
C42

7/
C42

8/
C42

9/
C42

10/
C42

FM
: 

10/1 1/05

2/
C20m

1/
C41h

FN:19/12/05 

1/
C46m

2/
C46m

3/
C46m

4/
C46h

FSL  2m
: 

06/02 /06

FSL  2m
: 

0 6/02/0 6

FSL 2m
: 

0 6/02/0 6

FSL  2m
: 

06/02 /06

† † † †

4/
C14m

8/
C9h

FN:06/07/05 

4/
C24m

5/
C24m

6/
C24m

7/
C24m

8/
C24m

9/
C24m

1/
C24h

2/
C24h

3/
C24h

FSA
 8 m

: 
20/0 3/06

FS A
 8m

:  
20/ 03/06

FSA
 8m

: 
20/03 /06

F SL 6m
: 

01 /02/0 6

††††

4/
C14m

8/
C9h

FN:06/07/05 

4/
C24m

5/
C24m

6/
C24m

7/
C24m

8/
C24m

9/
C24m

1/
C24h

2/
C24h

3/
C24h

4/
C14m

8/
C9h

FN:06/07/05 

4/
C24m

5/
C24m

6/
C24m

7/
C24m

8/
C24m

9/
C24m

1/
C24h

2/
C24h

3/
C24h

FSA
 8 m

: 
20/0 3/06

FS A
 8m

:  
20/ 03/06

FSA
 8m

: 
20/03 /06

F SL 6m
: 

01 /02/0 6

††††

?/
C15m

2/
C15h

FN:06/07/05 

1/
C38m

2/
C38m

3/
C38h

4/
C38h

5/
C38h

F SL 7m
: 

01 /02/06

†

?/
C15m

2/
C15h

FN:06/07/05 

1/
C38m

2/
C38m

3/
C38h

4/
C38h

5/
C38h

?/
C15m

2/
C15h

FN:06/07/05 

1/
C38m

2/
C38m

3/
C38h

4/
C38h

5/
C38h

F SL 7m
: 
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Figura 7. Mapa genealógico de la población de ratones Cas+/+, Cas+/- y Cas-/- 
diagnosticados por PCR y por el ensayo de descomposición de H2O2 en sangre. Los 
cuadros representan a los machos, y los círculos a las hembras. Se indica la fecha de 
nacimiento en letra azul; y la fecha de muerte se representa con una † y letras en color 
rojo. Los ratones que perecieron por muerte natural se identifican por FM (fecha de 
muerte), y los que fueron sacrificados mediante dislocación cervical se reconocen por 
FS (fecha de sacrificio). El genotipo de las crías cumplió el principio mendeliano. 
 

VII.1.3 Características fenotípicas de los ratones mutantes 
Todos los ratones fueron alimentados diariamente, mantenidos a temperatura de 18-

20º C, 40-50% de humedad, 12h  de luz artificial y 12h en oscuridad, simulando el día y 
la noche. 

No hubo diferencia en el fenotipo de los ratones mutantes (machos y hembras) que 
los distinguiera de los silvestres. No pareció haber diferencia en la forma de caminar, 
reproducirse, y tampoco se les encontró, en general, anomalías en la morfología de sus 
órganos internos.  

En la figura 8 se muestra los pesos corporales de animales de ambos sexos de 3, 8 y 
10 meses de edad.  En general, el peso de los ratones machos de los tres genotipos va en 
aumento de los 3 a los 10 meses de edad; en cambio el de las hembras aumenta de 3 a 8 
meses, y se mantiene a los 10 meses de edad.  

No se encontraron diferencias significativas en el peso de los ratones mutantes con 
respecto al de los silvestres del mismo sexo de 3, 8 y 10 meses de edad. Sin embargo, 
las hembras pesan menos que los machos de 3, 8 y 10 meses, en mutantes y silvestres. 
Estas diferencias pudieran deberse o ser características del tipo de cepa de los ratones. 

En general, el peso de los ratones silvestres aumenta desde los 6 meses de edad 
llegando a un máximo aproximadamente a los 10 meses de edad, y disminuye muy 
ligeramente con la edad hasta que mueren. Con respecto a los mutantes, el 
comportamiento es similar, salvo que algunos ratones viejos (aproximadamente a los 20 
meses de edad) pesan ligeramente menos que los silvestres. (Ver ANEXO 6). 

Cabe señalar que en la gráfica 8 sólo se encuentran los datos de grupos con n>4; sin 
embargo, en la población se han detectado algunas tendencias y casos relevantes con 
respecto a este fenotipo, como los siguientes: 

 (1) Se han encontrado algunos ratones mutantes machos adultos jóvenes con 
sobrepeso; por ejemplo, una camada Cas-/-, proveniente de una cruza entre 2 animales 
Cas-/-, parecía obesa desde los 6 meses de edad; y a los 14 meses de edad uno de ellos 
ya pesaba 89g contra 35 g ± 5 del promedio de los machos Cas-/- de la misma edad; sin 
embargo a los 14 meses de edad, el resto de la camada ya no estaba obesa y su peso era 
similar al promedio de los pesos de la misma edad. Otros casos de sobrepeso, aunque 
menos drásticos, se observaron en 2 ratones machos Cas+/- (uno a los 9 y otro a los 13 
meses de edad). Pese a que el número de acontecimientos no es representativo de la 
población, no está de más mantener a los ratones en continua observación. Es 
recomendable dar continuidad a la determinación de los pesos corporales de cada 
individuo; y si es preciso, desde que nacen hasta que mueren, dado que pudiera 
acentuarse este u otros fenómenos relevantes en los ratones mutantes con el paso de las 
generaciones, ya que en el caso de los ratones doble mutantes terc-/- wrn-/-, observaron el 
efecto de la mutación hasta la cuarta generación (los mutantes envejecieron antes que 
los silvestres) (Chang et al, 2004).  



(2) En algunos casos los ratones machos Cas+/+ parecen ligeramente más obesos 
que los Cas+/- y Cas-/- en edades muy avanzadas, aproximadamente a los 20 meses de 
edad. Esto sugiere la posibilidad de que si bien la ausencia de la catalasa no parece 
afectar el peso corporal de los ratones en edades tempranas ni adultas, posiblemente 
existan efectos compensatorios, como agentes o moléculas con propiedades 
antioxidantes que modulen señales involucradas en vías que afectan cambios en el peso 
corporal de los animales mutantes jóvenes y adultos. También pudiera ser que la 
catalasa no sea relevante en señales que regulen el peso corporal de los animales en 
edades tempranas y adultas; pero en cambio en organismos viejos sí participe en señales 
involucradas en cambios en el peso corporal. Sería interesante evaluar los cambios 
bioquímicos y moleculares de los ratones mutantes y silvestres en edades avanzadas, 
como por ejemplo, los niveles de expresión de genes y moléculas con propiedades 
antioxidantes. Pudiera ser que por la ausencia de la catalasa, en ratones viejos se alteren 
señales involucradas en la captura de la glucosa, ya que se sabe que, por ejemplo, la vía 
insulina/IGF está involucrada en el censado nutricional y en la regulación metabólica de 
un amplio espectro de organismos obesidad, además los mutantes daf-2, un miembro de 
la cascada insulina/IGF, muestran niveles elevados de SOD y catalasa en edades 
tempranas y finales de Caenorhabditis elegans. Sería interesante analizar los cambios 
moleculares de esta vía, controlando la cantidad de ingesta de alimento de los animales, 
o sometiéndolos a RC. . 

(3) En general, las hembras tienen menor peso corporal que los machos, en los 3 
genotipos. En principio, existe una diferencia en los cambios hormonales, como los 
estrógenos de las hembras con respecto a los machos, tal que pudiera ser una de las 
causas de la diferencia de pesos entre machos y hembras.  
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Figura 8. Peso corporal de algunos ratones mutantes y silvestres. Se muestran los pesos 
corporales de algunos ratones machos (barras azules) y hembras (barras rosas) Cas+/+ 
(sin relleno), Cas+/- (barras con líneas diagonales) y Cas-/- (barras con líneas 
horizontales) de 3, 8  10 meses de edad. En el eje y se grafican los pesos (en gramos), y 
en el eje x las edades. El nivel de significancia fue calculado por el método de t de 
student para comparar 2 grupos de n>4. Cada barra representa el promedio de 4 
animales ± error estándar. 
 
VII.2 DAÑO OXIDATIVO AL TEJIDO  

Se sabe que el DNA, lípidos y proteínas son moléculas susceptibles al daño 
oxidativo causado por radicales libres. Se ha observado un aumento del daño oxidativo 
a DNA, lípidos y proteínas de tejidos de individuos viejos y con enfermedades 
relacionadas con la edad con respecto al de jóvenes (Finkel et al, 2000), y que la 
eficiencia de las defensa antioxidantes declina con la edad (Sohal et al, 1996).  

Con base en estos antecedentes, nuestro objetivo fue averiguar si el tejido de los 
ratones mutantes son más susceptibles al daño oxidativo causado por la falta de la 
catalasa que el de los silvestres. Para este fin se evaluaron las cantidades de lípidos y 
proteínas modificadas por ERO (en colaboración con el Dr. Mauricio Díaz y miembros 
de su laboratorio). 

Debido a que existen diferencias significativas en el ciclo estral de las hembras con 
respecto al de los machos, tal que pudiera causar un sesgo en los resultados, sólo se 
tomaron tejidos de ratones machos en el estudio del daño oxidativo.  

Dado que se han observado cambios en la actividad de algunas enzimas 
antioxidantes con respecto al ciclo circadiano (Rüdiger et al, 2003), todos fueron 
sacrificados alrededor de las 10:00 am, para evitar aumentar variables en los 
experimentos.  

Los tejidos analizados, seleccionados por su relativa facilidad para extraerlos y por 
su actividad metabólica alta, fueron: hígado, riñón, pulmón, cerebro y corazón. Se 
homogenaron en aproximadamente 4 volúmenes de PBS 1X con respecto al peso del 
tejido. 

Se utilizaron 4 ratones para cada edad (2, 6, 8 y 10 meses de edad) y para cada 
genotipo (homocigoto, heterocigoto y silvestre para el alelo mutado). En el caso de los 
ratones heterocigotos para el alelo mutado, en el momento del análisis, conseguimos 
animales de 8 y 10 meses de edad. 

Cabe mencionar que, debido a que no se disponía de  ratones silvestres de 2 meses 
de edad, se utilizaron ratones de la cepa 129 donados de otro laboratorio; es decir, los 
silvestres de 2 meses de edad, utilizados en este experimento, no pertenecían a la misma 
población de ratones mutantes híbridos (cepa C57/BL6 con cepa 129). 

En primera instancia, se esperaba un efecto relevante de la mutación de la catalasa 
sobre el daño oxidativo a los tejidos. A mayor número de alelos mutados, mayor daño 
oxidativo de los tejidos. 

A continuación se analizan los resultados de daño oxidativo en los tejidos de los 
ratones mutantes, esquematizados en las figuras 9, 10 y 11. 
 
 

VII.2.1 Nivel de dienos conjugados (modificación a lípidos) 
Los dienos conjugados (DC) son un índice de la lipoperoxidación in vivo, y por la 

fase en la que se forman dentro de la cadena de lipoperoxidación, indican el nivel de las 
reacciones pro-oxidantes al momento de procesar el tejido.  



Los DC del tejido de los animales fueron cuantificados en el espectrofotómetro a 
233nm, después de la extracción lipídica con solventes orgánicos. 

Se esperaba que los tejidos de los ratones homocigotos para el alelo mutado tuvieran 
mayores niveles de dienos conjugados que en los de los heterocigotos, y estos últimos 
mayor que de los silvestres; sin embargo, no fue así. 

En las figuras 9A-E se indican los niveles de DC hígado de (A) riñón (B), pulmón (C), 
cerebro (D) y corazón (E), de ratones Cas+/+, Cas-/- de 2, 6, 8 y 10 meses de edad y de 
ratones Cas+/- de 8 y 10 meses de edad. 

 
Tejidos de ratones silvestres (Cas+/+) 
 Los datos del experimento indican que los ratones Cas+/+ presentan diferencias 

entre los tejidos. En todas las edades el hígado es el que muestra los niveles más altos 
de DC, sin embargo el resto de los tejidos varía según la edad del organismo. A los 2 
meses de edad al hígado le sigue cerebro, riñón y corazón y finalmente pulmón; a los 6 
meses de edad le sigue riñón, luego cerebro y corazón y al final pulmón; a los 8 meses 
le siguen corazón, luego riñón, enseguida pulmón y al final cerebro; a los 10 meses le 
sigue riñón y al final pulmón, cerebro y corazón. Esto sugiere la posibilidad de que las 
reacciones pro-oxidantes son cambiantes y varían según el tejido y edad del animal, y 
que la actividad de la catalasa se modifica también en función del tejido y la edad del 
organismo. 

Este resultado sugiere que las diferencias en los niveles de DC en los tejidos pudieran 
deberse a las diferencias en los niveles de expresión y actividad de la catalasa en los 
diferentes tejidos. Dicha suposición está fundamentada en los datos observados al medir 
la actividad de la catalasa en algunos tejidos de estos ratones de esta población, ya que 
se encontraron diferencias en los niveles de actividad de la catalasa en diferentes tejidos 
(medidos por David Hernández, datos no mostrados); resultado que es consistente con 
los datos observados en el trabajo del grupo de Ho et al (2004), quienes mostraron 
diferencias en los niveles de expresión de la catalasa según el tejido del ratón. 

Sin embargo, los tejidos con mayor actividad de la catalasa tuvieron mayores niveles 
de DC, y viceversa, los tejidos con niveles más bajos de expresión de la catalasa 
tuvieron niveles menores de DC. Lo anterior sugiere que los niveles altos de la actividad 
de la catalasa en un tejido pudieran deberse a niveles altos de reacciones pro-oxidantes; 
por ejemplo, se sabe que en el hígado, que tiene los niveles más altos de actividad de 
catalasa se oxidan altas cantidades de ácidos grasos dentro de los peroxisomas, organelo 
donde se encuentra la catalasa en células eucariotes. 

Al comparar los niveles de DC entre las edades, se observa que siempre son mayores a 
los 6 y 8 meses en todos los tejidos. Es claro que hay un patrón ontogénico que todos 
los tejidos siguen y que es de tipo gaussiano, es decir, los DC comienzan bajos (2 
meses), se elevan de manera importante a los 6 y 8 meses, y a los 10 meses bajan otra 
vez su nivel. Esto pudiera indicar que, en los tejidos de los animales machos silvestres 
entre 6 y 8 meses de edad se generan altos niveles de reacciones pro-oxidantes, que 
tuvieran que ver con un decaimiento en el ciclo reproductivo de los animales. 

 
Tejidos de ratones Cas+/- y comparación con los silvestres (Cas+/+) 
 Los niveles de DC se mantienen constantes a los 8 y 10 meses de edad en todos 

los tejidos, excepto en el hígado, donde se observan niveles mayores a los 10 meses que 
a los 8 meses de edad. Estos resultados sugieren que es suficiente solo un alelo de la 
catalasa para contender con las reacciones peroxidativas. 

Los niveles de DC de tejidos Cas+/- son mayores que los de los Cas+/+ de 8 y 10 meses 
de edad, con la excepción del hígado y cerebro, donde a los 10 meses de edad los 



niveles de DC son similares en tejidos Cas+/- que en tejidos Cas+/+. Lo anterior pudiera 
indicar que a los 8 y 10 meses de edad, hay más reacciones peroxidativas en el riñón, 
pulmón y corazón de los ratones Cas+/- que en ratones Cas+/+, por la disminución de la 
actividad de la catalasa. 

 
Tejidos de ratones nulos (Cas-/-) y comparación con los silvestres (Cas+/+) 
 En general, pero con excepciones, los ratones Cas-/- presentan dos efectos 

relevantes: el comportamiento gaussiano de los Cas+/+ se aminora en los Cas-/-, tanto en 
intensidad como en duración. 

Lo anterior quiere decir: 1) que en la mayor parte de los tejidos, los nulos de la 
catalasa llegan a presentar niveles menores de DC que los Cas+/+, y 2) que el pico de 
DC es más breve que en los Cas+/+, usualmente los valores bajan a los 8 meses y no 
hasta los 10. 

 
Diferencias en los niveles de DC entre los tejidos de silvestres en comparación 

con el de los mutantes 
Hay algunas diferencias de los niveles de DC entre los tejidos. En hígado, los niveles 

de DC de los silvestres son mayores que el de los mutantes a los 2, 6 y 8 meses de edad; 
y son similares a los 10 meses. En riñón a los 2 y 6 meses de edad, los DC de los 
animales silvestres son similares que los en los nulos de la catalasa; y a los 10 meses 
son mayores que en los mutantes. En pulmón, los niveles de DC en los silvestres son 
mayores a los 8 meses que en los mutantes; y similares a los 2, 6 y 10 meses. En cerebro 
a los 6 y 8 meses, los DC son mayores en los Cas+/+ que en los Cas-/-, pero a los 10 
meses el efecto se revierte, ya que es mayor en Cas-/- que en los Cas +/+ y los Cas+/-. 
Este resultado sugiere que a esta edad los Cas-/- no compensen la pérdida de la catalasa 
en el cerebro, que es uno de los tejidos con mayores cantidades de lípidos y menores 
niveles de expresión de la catalasa. En corazón a los 2 meses, la cantidad DC es menor 
en Cas+/+ que en Cas-/- (con el recordatorio de que los Cas+/+ de 2 meses pertenecen a 
diferente cepa); a los 6 y 8 meses son mayores en los silvestres que en los mutantes; y a 
los 10 meses los DC son similares en los Cas-/- y en los Cas +/+, pero menores en los 
Cas+/-. 

Los datos anteriores sugieren que los Cas-/- compensan la pérdida de la enzima con un 
ajuste anti-oxidante, que permite un control más efectivo de las reacciones 
peroxidativas, y que pudiera estar “disparado” por el umbral de la cantidad de H2O2 
formado, resultado compatible con los datos de Ho et al, 2004; donde demuestran que la 
actividad de la catalasa está limitada por la concentración del H2O2. 

La ausencia de catalasa influye también en las variaciones ontogénicas de la presencia 
de DC, ya que hace más breve el pico de reacciones prooxidantes (solo a los 6 meses, y 
no a los 8 meses). 

Hay algunas excepciones en algunos tejidos: En hígado y cerebro los niveles son 
menores que los Cas+/+ a partir de los 2 meses de edad, pero ya no hay diferencia  a los 
10 meses. En riñón y pulmón a los 8 meses son menores que en los Cas+/+. En cerebro a 
los 10 meses los niveles de DC en Cas-/- superan a los Cas+/- y Cas+/+ (pudiera ser que 
ya no hubo compensación). En corazón también a los 6 y 8 meses pudiera haber 
compensación pero ya no a los 10 meses. 

La excepción del comportamiento anterior son los DC aumentados en cerebro a los 10 
meses y en corazón a los 2 meses. Con la observación de que los ratones Cas+/+ de 2 
meses pertenecen a una cepa diferente al resto de la población analizada. 

Un análisis integrativo de los datos anteriores es el siguiente. Las reacciones 
peroxidativas son cambiantes según el tejido y la edad del animal que se considere. 



Estas reacciones son influidas por un gran número de factores (pro-oxidantes unos, anti-
oxidantes otros), los cuales están siempre en cierto equilibrio, que coincide con la 
actividad de catalasa expresada en cada tejido de los ratones mutados (tesis de 
doctorado de David Hernández). Este equilibrio varía según el tejido y la edad del 
animal. La ausencia de catalasa viene a afectar este equilibrio, haciendo que la mayor 
parte de las veces se incrementen los parámetros anti-oxidantes, o bajen los pro-
oxidantes (hay menos DC). Las excepciones serian cerebro 10 meses y corazón 2 
meses. 

Cabe mencionar que en hígado, pulmón y corazón a los 10 meses no hay una 
diferencia significativa entre genotipos (se mantiene el equilibrio entre agentes anti-
oxidantes y pro-oxidantes). 

Dado que solamente se caracterizaron ratones jóvenes, los resultados sugieren la 
importancia de medir el daño oxidativo en ratones mayores de 12 meses, ya que sería 
relevante conocer si en edades avanzadas el daño oxidativo en ratones mutantes es 
mayor en comparación con el de jóvenes. 

De igual manera, es evidente que al investigar la presencia o aumento de factores 
antioxidantes o señales involucradas en la disminución de los niveles de daño oxidativo 
en tejidos de ratones mutantes de la catalasa, se obtendría  información relevante. 

Los resultados de los DC se resumen en la siguiente Tabla 5. 
 
 
 
 

 
GENOTIPO  RESULTADOS RELEVANTES DE LOS NIVELES DE DC 

Tejidos de 
Cas+/+ 

1. Los niveles de DC varía según el tejido y la edad del organismo. 
2. El hígado es el órgano con los niveles de DC más altos. 
3. Hay un patrón ontogénico de tipo gaussiano en todos los tejidos, 

con niveles mayores a los 6 y 8 meses. 
4. En todos los tejidos los niveles de DC de los silvestres son 

mayores que de los mutantes a los 8 meses de edad. 

Tejidos de 
Cas+/- 

1. Los niveles de DC se mantienen constantes a los 8 y 10 meses en 
todos los tejidos, excepto en hígado, donde a los 10 meses presenta 
niveles mayores de DC que a los 8 meses.  

2. Los DC de los Cas+/- son menores que de los silvestres a los 8 
meses.   

Tejidos de 
Cas-/- 

1. Se aminora el comportamiento gaussiano que se observa en los 
Cas+/+.  

2. En la mayoría de los tejidos, los Cas-/- llegan a presentar niveles 
menores que los Cas+/+. 

3. En cerebro a los 10 meses de edad, los Cas-/- presentan mayores 
niveles de DC que Cas+/- y que Cas+/+, como se esperaba. 

 
Tabla 5. Resumen de los resultados de la determinación de los dienos conjugados. 
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Figura 9. Dienos conjugados en tejido de ratones mutantes de diferentes edades. Se 

determinaron los niveles de lípidos peroxidados, a nivel de dienos conjugados (D.O./mg 
proteína), en el momento de ser procesado el tejido de ratones Cas-/- (barras azules) y 
Cas+/+ (barras verdes) de 2, 6 8 y 10 meses de edad; y de ratones Cas+/- (barras rojas) de 
8 y 10 meses de edad.  Los tejidos analizados fueron: hígado (A), riñón (B), pulmón 
(C), cerebro (D) y corazón (E). Cada grupo representa el promedio de 4 animales (n = 
4) ± error estándar. 

El nivel de significancia fue calculado por el método de t de student para comparar 2 
grupos de la misma edad. α P<0.05, β P<0.01, χ P<0.005 y δ P<0.001, y por ANOVA para 
comparar los tres diferentes genotipos. 

 
VII.2.2 Niveles de malondialdehido (modificación a lípidos) 
La cantidad de malondialdehído (MDA) nos indica el grado de lípidos oxidados, y al 

ser estimulados con Fe2+ muestran el potencial de peroxidación máximo que tiene el 
tejido. 

En las figuras 10 (A-E) se grafican los niveles basales, estimulados con Fe2+ y el 
cociente Fe2+/basal de MDA/mg de proteína con respecto a la edad en hígado (A) riñón 
(B) pulmón (C) cerebro (D) y corazón (E) de ratones Cas+/+ y Cas-/- de 2, 6, 8 y 10 
meses de edad; y de ratones Cas+/- de 8 y 10 meses de edad. 

De los resultados obtenidos se puede apreciar lo siguiente. Todos los tejidos de los 
animales de 2 meses responden de manera similar: Cas+/+ con LP basal aumentada (a 
excepción del riñón) y con relación Fe/basal disminuida (a excepción del pulmón y el 
cerebro). Es importante recordar que la cepa de ratones Cas+/+ de 2 meses de edad es 
equivalente a la del resto de la población. (si es que la diferencia se debe a la cepa, no es 
relevante considerar los Cas+/+ de 2 meses). 

Por otro lado, se observan cambios ontogénicos muy grandes en los animales Cas+/+ 

(incremento en la lipoperoxidación), con excepción de los de 2 meses, principalmente 
en hígado, riñón, cerebro y corazón, que compaginan de manera excelente con la 
actividad de catalasa expresada en los tejidos; esto es, actividad alta en hígado, riñón y 
pulmón, y muy discreta o casi ausente en corazón y cerebro (Ho et al, 2004) y con los 
de analizados en estos ratones, donde se encontró de mayor a menor actividad de la 
catalasa en el orden siguiente: hígado> riñón> baso> cerebro (datos en tesis de 
doctorado de David Hernández, que está en proceso de terminación). Estos cambios 
ontogénicos no se observan en los animales Cas-/-. Pareciera que, por la disminución en 
la peroxidación basal en los animales mutantes, se expresa un factor compensatorio que 
evita las reacciones pro-oxidantes y que impide el aumento drástico de ese parámetro en 
los ratones viejos. Sería trascendental averiguar  qué efectos compensatorios se pudieran 



estar prendiendo, dado que, según los reportes del grupo de  Ho et al, 2004; no se altera 
la actividad de Gpx, CuZn-SOD ni MnSOD (datos no mostrados por los autores), que es 
consistente con los resultados que se obtuvieron en este laboratorio, donde no se vio 
aumento de actividad en Gpx (datos no mostrados). 

Se nota un aumento de MDA en los ratones Cas-/- a los 8 meses, sobre todo en cerebro 
y corazón (con la excepción del riñón y pulmón). 

Los niveles de lipoperoxidación en cerebro de animales Cas-/- de 10 meses son 
mayores que los de Cas+/- y de Cas+/+; en corazón, los MDA son mayores que 
heterócigos pero igual que de los Cas+/+. 

La interpretación tentativa con este análisis (TBARs) pudiera ser que los tejidos que 
usualmente tienen catalasa en alta expresión (hígado, riñón y pulmón), responden a su 
ausencia induciendo otras actividades enzimáticas que metabolicen H2O2. Esto lo 
observan también los del grupo de Ho et al, 2004; ya que reportaron que el pulmón de 
los animales Cas-/- resistió estímulos pro-oxidantes sin entrar en estrés oxidativo. Sin 
embargo los tejidos que no expresan catalasa de manera corriente (corazón y cerebro) 
no 
presentan este fenómeno compensatorio. Además, como ellos argumentan, la función de 
la catalasa en limitar daño al pulmón de una exposición a hiperoxia, es insignificante. 

Otra interpretación pudiera ser que, en tejidos donde presentan alta actividad de la 
catalasa, es suficiente o tan efectivo como un 50% de nivel de catalasa normal, puesto 
que el grupo de Ho et al 2004; vieron que, al incubar 10mg de tejido de hígado con 10 
μM de H2O2, analizaron la concentración del sobrenadante a diferentes tiempos y vieron 
que la eficiencia del consumo de H2O2 en tejido de Cas+/+ y Cas+/- fue similar. 

Parece que, en general, a los 10 meses de edad el Cas+/- es quien tiene el menor 
potencial prooxidante, pero la mayor capacidad peroxidante. 

Otras observaciones más detalladas sobre los niveles de MDA son los siguientes. En 
hígado de 10 meses de edad el Cas-/- presenta menos LP basal que Cas+/+, pero el Cas+/-

, menor que el Cas-/-; el Cas+/- a su vez tiene mayor capacidad peroxidante que los otros 
2 genotipos. En riñón pasa lo mismo con las cantidades de LP basal pero no al 
estimularse con Fe2+. 

En pulmón a los 10 meses, el Cas+/+ mayor con respecto  a Cas-/- y Cas+/-, pero el 
Cas-/- parece con mayor capacidad peroxidante. 

En cerebro a los 8 meses, el Cas-/- es quien presenta mayor cantidad de LP basales y el 
Cas+/+ mayor capacidad peroxidante. A los 10 meses no hay diferencia entre el Cas-/- y 
Cas+/+, pero el Cas+/- tiene los niveles más bajos que los otros 2 genotipos. 

En corazón a los 8 y 10 meses pasa lo mismo que en pulmón, pero la mayor capacidad 
peroxidante la tiene el Cas+/- a los 10 meses. 

Uno de los resultados menos esperado fue el siguiente. Se presentan niveles similares 
en los niveles de MDA de los Cas-/- y Cas+/+ a los 8 meses de edad, pero son mayores 
que el de los Cas+/-. 

En este contexto pudiera presentarse el efecto de 2 fenómenos: 
(1) Que sea suficiente un alelo del gen de la catalasa para codificar la proteína con 

actividad o capacidad  antioxidante eficiente y/o para activar otros mecanismos de 
defensa antioxidante. 

(2) Pudiera ser que en los Cas+/-se disparen o activen mecanismos de defensa en 
función de la concentración del H2O2; por ejemplo, a bajas concentraciones de H2O2, 
Gpx tiene mejor función para removerlo, en cambio a concentraciones altas de H2O2, es 
más efectiva la catalasa. Como lo muestra el grupo de Ho et al, 2004; en hígado que es 
suficiente la cantidad de catalasa del Cas+/- para remover el H2O2. Vemos también que 
los Cas+/-, al estimularse con Fe, tienen una mayor capacidad peroxidativa lo que 



sugiere que, además de que las cantidades de H2O2 formado pudieran favorecer a la 
catalasa para tener reacción antioxidante, otras moléculas antioxidantes pudieran 
incrementar dicho efecto; sin embargo, el recambio de lípidos pudiera estar limitado. 

Además, como se analizó anteriormente, al agregar determinada cantidad de H2O2 en 
la sangre de ratones de los 3 genotipos se observa una descomposición de H2O2 a O2 
(percibido como un incremento de volumen en forma de burbujas (figura 5.3), que 
concuerda con la actividad de la catalasa, pero que aún en la sangre de ratones nulos se 
descompone el H2O2 (aumenta un poco el volumen al agregar sangre al H2O2), lo cual 
favorece la idea de la presencia de otros factores antioxidantes involucrados. 

En la tabla 6 se resumen los resultados de la determinación de lipoperoxidación por el 
método de TBARS. 

 
 
 
 

GENOTIPO  RESULTADOS RElEVANTES DE LOS NIVELES DE MDA 

Tejidos de 
Cas+/+ 

1. En todos los tejidos se presentan cambios ontogénicos muy grandes, 
donde se incrementa la lipoperoxidación con la edad, a excepción del 
pulmón, cuyos niveles de MDA son similares a los 8 y 10 meses de 
edad. 

Tejidos de 
Cas+/- 

1. En todos los tejidos a los 10 meses de edad, es quien tiene el menor 
potencial prooxidante (los niveles más bajos de MDA basales) pero la 
mayor capacidad peroxidante (los niveles más altos de la relación 
Fe2+/basal) 

Tejidos de 
Cas-/- 

1. En cerebro y corazón se presenta un aumento de los niveles de MDA 
a los 8 meses de edad, con respecto a las demás edades.  

 
Tabla 6. Resumen de los resultados de la determinación de lipoperoxidación por el 

método de TBARS. 
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Figura 10. Niveles de MDA, en tejido de ratones mutantes de diferentes edades. Las 
gráficas representan los niveles de MDA, expresados como nmolas de MDA/mg 
proteína (eje y), en tejidos de ratones de 2, 6, 8 y 10 meses de edad (eje x). Los tejidos 
analizados fueron: hígado (A), riñón (B), pulmón (C), cerebro (D) y corazón (E). Se 
midieron las cantidades de MDA de los ratones Cas-/- de 2, 6, 8 y 10 meses de edad 
(barras color azul); de los Cas+/- de 8 y 10 meses de edad (barras color rosa); y de los 
Cas+/+ de 2, 6, 8 y 10 meses de edad (barras color verde). Las barras sin líneas de 
relleno expresan los niveles de MDA a nivel basal, las barras rellenas con líneas 
diagonales representan niveles de MDA estimulados con Fe2+ y las barras con líneas 
horizontales muestran la proporción de niveles de MDA estimulados con Fe con 
respecto al nivel basal (Fe2+/basal). Cada barra muestra el promedio de 4 animales (n = 
4) ± error estándar. 

El nivel de significancia fue calculado por el método de t de student para comparar 2 
grupos de la misma edad pero de diferente genotipo. α P<0.05, β P<0.01, χ P<0.005 y 
χ P<0.001; y por ANOVA para comparar los tres diferentes genotipos. 

 
VII.2.3 Niveles de carbonilos (modificación a proteínas) 

La carbonilación de proteínas, a diferencia de la peroxidación de lípidos (TBARs y 
dienos conjugados), es una modificación mucho más estable, y por lo tanto más 
duradera. Los carbonilos de las proteínas tienen un recambio mucho más lento que los 
lípidos membranales. Entonces la medición de carbonilos en un tejido es una estimación 
de actividad pro-oxidante representativa de cambios a largo plazo. 

 
Observaciones en tejidos de ratones Cas+/+ 

El resultado que salta a la vista en los carbonilos es que los ratones Cas+/+ 
presentaron el mismo tipo de variación ontogénica en los carbonilos en todos los 
tejidos estudiados.  

Esta fluctuación ontogénica se caracteriza por una elevación relevante de carbonilos 
en los ratones de 8 meses de edad. 

Sin embargo, en todas las edades analizadas, el pulmón es el tejido que presenta 
mayor nivel de carbonilos que los demás tejidos. 

Los niveles de carbonilos en general son bajos y discretos en los ratones de 2 y 6 
meses de edad. 

Los ratones silvestres bajan los niveles de carbonilos otra vez a los 10 meses, 
haciendo que el patrón ontogénico simule una gaussiana aguda, con el pico a los 8 
meses de edad. 
 

Observaciones en tejidos de ratones Cas-/- 
Los carbonilos de los ratones Cas-/- tuvieron un comportamiento completamente 

opuesto. Los carbonilos fueron constantes, sin presentar cambios drásticos relacionados 
con la edad. 

En el caso de los Cas-/-, también es el pulmón quien presenta niveles más altos de 
carbonilos, que en los demás tejidos, en todas las edades. 

Por esta constancia ontogénica de carbonilos en los ratones Cas-/-, se advierten 3 
consecuencias: (1) En 2 y 6 meses de edad los carbonilos de los mutantes tienden a ser 
más altos (de manera discreta, pero significativa); (2) a los 8 meses de edad los 



carbonilos de los ratones mutantes son mucho más bajos que el control (cerca de la 
mitad); (3) a los 10 meses los 2 grupos experimentales tienden a ser similares. 

 
Observaciones en tejidos de ratones Cas+/- 

Por otra parte, los Cas+/- a los 8 meses de edad en hígado, pulmón, cerebro y 
corazón presentan los niveles más bajos de carbonilos que los Cas-/- y que los Cas+/+. 
Pudiera ser que 1) el recambio de proteínas sea más eficiente en los Cas+/- a los 8 meses 
de edad, o más bien que el efecto es debido al aumento de carbonilos en los Cas+/+ a los 
8 meses. 

En la tabla 7 se resumen los resultados correspondientes a la determinación de la 
cantidad de carbonilos. 

 

GENOTIPO  RESULTADOS RELEVANTES DE LA CANTIDAD DE 
CARBONILOS 

Tejidos de 
Cas+/+ 

1. Se presenta una fluctuación ontogénica, con una elevación relevante 
de los carbonilos a lo 8 meses de edad. 

2. El pulmón es el tejido que presenta un mayor nivel de carbonilos 
que los demás tejidos 

3. A los 8 meses de edad, en todos los tejidos, los carbonilos son más 
altos en los silvestres que en los mutantes de la catalasa.  

Tejidos de 
Cas+/- 

1. A los 8 meses de edad, en todos los tejidos excepto en riñón, 
presenta niveles más bajos que los Cas-/- y que los Cas+/+. 

2. El pulmón es el tejido con mayores niveles de carbonilos sólamente 
a los 8 meses de edad.  

Tejidos de 
Cas-/- 

1. En hígado y corazón los carbonilos son constantes en todas las 
edades; en el resto de los tejidos las variaciones son mucho más ligeras 
que en los silvestres.  

2. El pulmón es el tejido con mayores niveles de carbonilos. 
 
Tabla 7. Resumen de los resultados de la determinación de carbonilos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Nivel de proteínas modificadas por daño oxidativo en función de la edad. 
Las gráficas representan los niveles de carbonilos, expresados como nmolas de grupos 
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carbonilo/mg proteína (eje y), en tejidos de ratones de 2, 6, 8 y 10 meses de edad (eje x). 
Los tejidos analizados fueron: hígado (A), riñón (B), pulmón (C), cerebro (D) y corazón 
(E). Se midieron las cantidades de carbonilos de los ratones Cas-/- de 2, 6, 8 y 10 meses 
de edad (barras color azul turquesa); de los Cas+/- de 8 y 10 meses de edad (barras color 
rojo); y de los Cas+/+ de 2, 6, 8 y 10 meses de edad (barras color verde). Cada barra 
muestra el promedio de 4 animales(n = 4) ± error estándar. α P<0.05, β P<0.01, 
χ P<0.005 y χ P<0.001 

El nivel de significancia fue calculado por el método de t de student para comparar 2 
grupos, y por ANOVA, al comparar los tres genotipos de ratones Cas+/+, Cas+/- y Cas-/- 
en cada condición. 

 
VII.2.4. Conclusiones de los resultados de la determinación de daño oxidativo 
Al igual que el grupo de Ho (2004), a pesar de que no analizan animales viejos, sino 

que sólo consideraron ratones muy jóvenes de 8 y 10 semanas de edad, no se observan 
cambios hacia un estado pro-oxidante en los ratones Cas-/-. Los resultados más 
importantes se ven al comparar los cambios en la ontogenia de los animales. Los ratones 
Cas+/+ presentan cambios muy acentuados en todos los parámetros que se midieron 
conforme van envejeciendo. 

El dato más contrastante es que los Cas-/- tienden a ser constantes en todos parámetros 
determinados, sobre todo en los datos de dienos conjugados. 

Lo anterior trae como consecuencia que en ciertas edades el nivel pro-oxidante de los 
Cas+/+ sea mayor, mientras que en otras edades las reacciones pro-oxidantes de los Cas-

/- son ahora las de mayor nivel. El cambio principal que genera la mutación de la 
catalasa es la cancelación de en los cambios ontogénicos en los carbonilos de los 
diferentes tejidos. 

Dada la relevancia de la función de los peroxisomas en degradar los lípidos, se 
esperaba encontrar niveles significativamente mayores de lipoperoxidación en ratones 
Cas-/- que en Cas+/+, ya que la catalasa se encuentra principalmente en los peroxisomas; 
sin embargo, sorprendentemente no fue así. Esto sugiere que (1) los niveles de actividad 
de la catalasa en los peroxisomas posiblemente dependen del nivel de concentración del 
H2O2, o que (2) el rol de la catalasa en degradar lípidos en los peroxisomas pudiera no 
ser relevante. 

Sería importante evaluar el daño oxidativo en DNA de estos ratones. 
 
 
VII.3 SENESCENCIA REPLICATIVA 

VII.3.1 Obtención de los fibroblastos embrionarios de ratón 
Se ha encontrado que la senescencia celular puede ser inducida por H2O2 (Chen et al, 

1994), y que las células senescentes muestran mayores niveles de daño oxidativo que 
las células de pases tempranos. Dado estas evidencias, el propósito de este trabajo fue 
averiguar si las células provenientes de ratones mutantes de la catalasa senescen antes 
que las células de los ratones silvestres. 

Se realizaron aproximadamente 10 cultivos para obtener fibroblastos embrionarios de 
ratones de 12 dpc; sin embargo, sólamente se obtuvo un cultivo primario de Cas+/- y 
uno de Cas-/-. Esto se debió a que el número de embriones por camada en las cepas 
C57/Bl6 y 129 es en promedio 7, independientemente del genotipo. Los embriones de 
12dpc de esa cepa son demasiado pequeños, comparados con los de la CD1, lo cual 
limita la cantidad de células obtenidas, y por tanto la viabilidad celular. 

Por tal razón, se obtuvieron cultivos primarios de fibroblastos embrionarios de 14dpc 
a partir de 10 embriones Cas+/+, de 9 embriones Cas-/- y de 8 embriones Cas+/-. Una vez 



que llegaban a subconfluencia, se subcultivaron 1x106 células por  caja de 10cm de 
diámetro, para obtener el pase 1 (P1). 

La disponibilidad de los embriones de los 3 genotipos no coincidió el mismo día, por 
tal razón,  el cultivo primario de fibroblastos Cas-/- estaba desfasado 1 día, con respecto 
a los Cas+/+ y Cas+/-; por tal motivo, al llegar nuevamente a sobconfluencia, los 
cultivos del P1, tanto mutantes como el Cas+/+, se congelaron a -70º C y al día siguiente 
se transfirieron al contenedor con Nitrógeo líquido. No se observaron diferencias en la 
morfología de las células de cultivos primarios de los diferentes genotipos (Figura 12). 

 
VII.3.2 Envejecimiento de los fibroblastos 
La senescencia se define como la pérdida de la capacidad de replicarse que tienen 

las células. Se sabe que las células senescentes presentan mayores niveles de daño 
oxidativo que las células de pases tempranos, y que la senescencia celular puede ser 
inducida por ERO como el H2O2 (Chen et al, 1994). Con el objetivo de probar la 
hipótesis de que la falta de catalasa induce senescencia replicativa en las células, se 
obtuvieron fibroblastos embrionarios de ratones mutantes de la catalasa y silvestres, y se 
compararon sus características morfológicas, cantidad de células positivas para β-
galactosidasa (marcador de senescencia celular), así como la tasa de proliferación. 

 Con la finalidad de que las condiciones de cultivo fuesen las mismas, el proceso de 
envejecimiento se inició el mismo día y hora en los tres genotipos, partiendo del P1 
(pase 1). Se descongelaron las células del P1 de los 3 genotipos y se cultivó la misma 
cantidad de células en un plato de 10cm de diámetro.  

Durante el proceso de envejecimiento de las células Cas+/+, Cas+/- y Cas-/-, que 
inició desde el P1, las condiciones de cultivo fueron las mismas.  

Debido a que las células Cas+/+, Cas+/- y Cas-/- proliferaban a velocidades distintas y 
que no llegaban a subconfluencia al mismo tiempo, el momento del subcultivo fue 
determinado por la línea celular que llegaba primero a la etapa de subconfluencia. Se 
midió el tiempo transcurrido entre cada pase, la cantidad de células obtenidas y la de 
células sembradas. En cada pase se sembró la misma densidad célular. En los primeros 
cuatro pases se sembraron 1X106 células en un plato de 10cm, del P5-P9 se sembraron 
250,000 células en una caja de 10cm, en el P9-P10 se sembraron 150,000 células por 
caja de 6cm, y en los demás se sembraron 100,000 células por caja de 6cm. 

La eficiencia de pegado (definido como la cantidad de células sembradas entre la 
cantidad de células obtenidas a las 10 h de haberlas sembrado) en el pase 3 resultó ser 
de 80% en las 3 líneas celulares, éste dato fue utilizado para el cálculo del doblaje de la 
población.   

En algunos estudios se han encontrado niveles de oxidación altos en células 
provenientes de organismos viejos (Konigsberg et al, 2004). Se esperaba que, los 
fibroblastos mutantes senescieran antes que los controles. Sin embargo, como se 
demuestra en la figura 13, los fibroblastos de las 3 líneas no senescieron en el orden 
esperado, sino que los Cas+/- fueron los primeros en dejar de proliferar con el tiempo. 
En cambio, la tasa de proliferación de las células Cas-/- y Cas+/+ es similar. 

Los cambios morfológicos se pueden apreciar claramente en la línea Cas+/- en el 
pase 13, posiblemente al ser la primera línea en proliferar más lentamente. 

Los resultados antes mencionados pueden sugerir lo siguiente: 
a) Dado que, al igual que el grupo de Ho (2004), se observó que la actividad de la 

catalasa depende de la concentración de H2O2, pudiera ser que a la mitad de 
dosis de catalasa y la consecuente concentración de H2O2 sean suficientes para 
mantener el nivel normal de proliferación celular. 



b) Pudiera ser que el H2O2, dependiendo de su concentración, también active genes 
involucrados en ciclo celular, y por tanto en proliferación celular  

c) Sin embargo, la línea Cas+/- no alcanza los mismos niveles de doblaje de 
población que el resto de las líneas, lo cual pudiera indicar un mayor nivel de 
sensibilidad a morir, con algún agente oxidante, con respecto a las demás, cuyos 
resultados se muestran después. 

 

 
 
Figura 12. Cultivo primario de fibroblastos embrionarios de ratones mutantes Cas-/- de 
12 dpc. En general, se muestran las mismas características morfológicas en las Cas+/- y 
Cas+/+. 
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Figura 13. Duplicación de la población con respecto al tiempo en fibroblastos de 
ratones embrionario. 
 

VII.3.3 Detección de β-gal asociada a senescencia 
Se considera la expresión de β-gal a pH 6 como un marcador de la senescencia 

celular (Dimri et al, 1995). Con el objetivo de probar si las células mutantes de la 



catalasa senescen más pronto que las silvestres, nos dimos a la tarea de detectar células 
positivas para β-galactosidasa.  

Se sembraron  1 X 105 células en una caja de 6cm2, lo cual les deja mucho espacio 
intercelular para evitar quiescencia por inhibición por contacto; se utilizaron cultivos de 
pases tempranos (P4) e intermedios (P7) y a las 12 h de sembradas se realizó el ensayo 
de detección de β-gal. Se utilizó como control positivo células incubadas con solución 
de tinción sin X-gal. A las12 h después de haber realizado en ensayo, se examinaron en 
el microscopio, y los resultados fueron los siguientes. 
Se detectó una célula positiva para β-gal en cada línea celular (fotos no mostradas). Este 
sugiere que se requiere del control positivo para descartar que un posible error 
sistemático. Además, es conveniente realizar el experimento con células de pases más 
avanzados para compararlos con células de pases tempranos. 
 
VII.4 SUSCEPTIBILIDAD DE LAS CÉLULAS A MORIR CON H2O2 

El objetivo de este experimento fue investigar si las células provenientes de ratones 
mutantes de la catalasa son más sensibles a morir por agentes oxidantes, como el 
peróxido, puesto que se ha visto que el tratamiento a células con determinadas dosis de 
H2O2 puede ser letal. Para lograr el objetivo planteado, el primer paso fue estandarizar 
la cantidad de células sembradas por pozo, y evaluar la concentración de peróxido que 
induzca muerte celular. 

Se lograron sembrar homogéneamente 100,000 células por pozo en placas de 24 
pozos de 2cm2. Como se observa en la tabla 8, a concentraciones de 25 mM a 100 mM, 
todas las células mueren instantáneamente después de aplicarles el tratamiento. Esto 
significa que son concentraciones muy altas para observar la diferencia y que pudieran 
haber muerto por necrosis. 

De la misma manera se observa que a concentraciones de 20mM a 5mM, a pesar de 
que no mueren al instante, no hay diferencia entre cada línea celular; lo cual significa 
que a esas concentraciones no es posible distinguir una diferencia, entre las líneas 
celulares, de sensibilidad a morir. 

A concentraciones de 4mM a 1mM se aprecian todas las células muertas a las 12 
horas; y a pesar de mueren más lentamente que con concentraciones de H2O2 más alto, 
tampoco se percibe una diferencia, entre las líneas,  

Esto sugiere que el experimento, a estas concentraciones de H2O2, no pudo evaluar la 
sensibilidad a morir en las diferentes líneas celulares. Por lo cual se sugiere evaluar 
dicha sensibilidad a concentraciones menores a 1mM a esta misma densidad celular, ya 
que en trabajos anteriores (Chen et al, 1994) se encontró en células humanas que el 
tratamiento con H2O2 mayor de 100μM durante 1 a 2h es letal a una densidad celular de 
2 X 104. 

 
Tiempo de muerte después del tratamiento con diferentes concentraciones de 

H2O2 (en hrs) Línea 
celular 100 

mM 50mM 25mM 20mM 10mM 5mM 4m 
M 

2mM 1mM

Cas-/-  0 0 0 5 5 5 12 12 12 
Cas+/- 0 0 0 5 5 5 12 12 12 
Cas+/+ 0 0 0 5 5 5 12 12 12 

 
Tabla 8. Sensibilidad de las células a morir con H2O2. Se muestra el tiempo, en horas,  

en que tardan en morir las células, sembradas a una densidad de 100,000 en una caja de 



6cm. Se probaron diferentes concentraciones de H2O2, desde 100 mM a 1 mM. No se 
observan diferencias, entre Cas+/+, Cas+/- ni Cas-/-. 

 
VII.5 LONGEVIDAD DE LOS RATONES 

Una manifestación del envejecimiento es la acumulación del daño a niveles 
celulares y del organismo. Para demostrar la hipótesis de que la falta de catalasa 
provoca daño oxidativo al tejido, envejecimiento y muerte del organismo, se determinó 
el porcentaje de sobrevivencia de la población de los ratones mutantes de la catalasa y 
de los silvestres en diferentes edades. 

 La longevidad de los organismos, en parte, representa el nivel de salud de los 
animales. Si existe un daño oxidativo en las macromoléculas, y niveles bajos de defensa 
antioxidante, traerá como consecuencia una disminución  en la función de las células, 
que si no logran superar tal daño, mueren. Al daño acumulativo y muerte de las células 
le sigue un daño a los órganos, y un pronto deceso del organismo.  

Dicho lo anterior, se esperaba que el porcentaje de sobrevivencia de los ratones 
mutantes fuera menor que el de los Cas+/+, y que además disminuyera con la edad. 

Los datos de supervivencia de los ratones mutantes y Cas+/+, mostrados en la figura 
14A, indican que no hay diferencia significativa en la longevidad de los ratones machos 
de 0 a 17 meses de edad; sugiriendo que posiblemente se activen otros mecanismos 
antioxidantes que compensen la falta de catalasa, tal que, en ratones menores de 17 
meses de edad no se altere la supervivencia de los ratones, y por ende, la tasa de 
mortalidad. Sin embargo, después de los 20 meses de edad, se nota una diferencia 
marcada en el porcentaje de supervivencia de los Cas+/+ y los Cas+/- con respectos a los 
Cas-/-, pues en estos últimos, la sobrevivencia es menor que en los primeros.  

Con esto se sugiere que,  si es que en edades tempranas se activan mecanismos de 
defensa compensatorios por la falta de la catalasa, posiblemente los efectos 
compensatorios ya no son suficientes para impedir que mueran los ratones por falta de 
la catalasa en edades tardías.  

Sería trascendental analizar el daño oxidativo en tejidos de ratones de edades mayor 
de 12 meses.  

Lo anterior representa resultados sumamente relevantes para posteriores 
investigaciones en el mecanismo de defensa alterna que se presenta a falta de la 
catalasa. Sería crucial investigar la causa de muerte de los ratones, para determinar los 
efectos directos de la falta de la catalasa, (ya que a simple vista no se nota un fenotipo 
marcado previo a la muerte de los animales, en ninguno de los genotipos); así como 
evaluar las respuestas o vías que se activan o regulan en respuesta a la falta de la 
catalasa. 

 Por otro lado, en la figura 14.B se grafica el porcentaje de supervivencia de 
ratones hembras, y se observa que, no hay diferencias en la sobrevivencia de ratones 
Cas+/+, Cas+/- y Cas-/- de 0 a 15 meses de edad; sin embargo se observa una marcada 
diferencia en el porcentaje de sobrevivencia a los 25 meses de edad, donde el 40% de 
los ratones Cas+/+, aproximadamente el 60% de los ratones Cas+/- y el 80% de los 
ratones Cas+/+ siguen vivos. 

 
 
 
 
 
 

A). 
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Figura 14. Supervivencia de ratones machos  (14.A) y hembras (14.B) calculado por el 
método de Kaplan Meier, en el programa Sigma Plot 2001. 
 
 
 
VII.6 RATONES TRANSGÉNICOS QUE SOBREEXPRESAN LA CATALASA 

Una predicción de la teoría del envejecimiento es que el daño causado por ERO 
podría mejorar por intervenciones que aumenten la resistencia a estrés oxidativo. Se 
cuentan con evidencias que apoyen lo antes mencionado. Por ejemplo, se encontró que 



la sobrexpresión transgénica de enzimas antioxidantes, como la CuZnSOD extendió la 
longevidad de Drosophila melanogaster. Otra evidencia en incrementar la longevidad de 
un organismo al aumentar las defensas antioxidantes se observó cuando al administrar 
pequeñas dosis de moléculas sintéticas con actividad de SOD/catalasa a Caenorhabditis 
elegans, se incrementó el tiempo de vida del nemátodo (Melov et al, 2000; Sampayo et 
al, 2003). 

Con el objetivo de probar si el aumento de la expresión de la catalasa provoca una 
disminución en los niveles de daño oxidativo y un aumento de la longevidad, se cuenta 
con ratones de la cepa C57/BL6 transgénicos que sobrexpresan la catalasa, cuyos tejidos 
analizados muestran un aumento de la actividad de la catalasa con respecto a los 
silvestres (datos no mostrados, trabajo realizado en la tesis de doctorado de David 
Hernández). 

Dado que no se mostraron diferencias aparentes en el fenotipo de los animales 
transgénicos con respecto al de los silvestres, fueron identificados mediante el 
diagnóstico de su genotipo, por PCR.  

Se realizó las cruza entre ellos para expandir la población; sin embargo, la 
frecuencia de reproducción de las crías se fue reduciendo con el tiempo, razón por la 
cual el número de ratones no fue suficiente para determinar daño oxidativo y demás 
parámetros. Estos datos sugieren que la disminución de la población posiblemente se 
debió a condiciones ambientales externas y no al genotipo, puesto que los animales 
silvestres también dejaban de reproducirse.  
Actualmente la población está en la etapa inicial de expansión. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



VIII. CONCLUSIONES 
 
 Con la ausencia de la catalasa se esperaba que aumentara la cantidad de 
peróxido, y por tanto el daño oxidativo. Además, como consecuencia del daño 
oxidativo, se esperaba una senescencia celular acelerada que posiblemente iría asociada 
a una disminución en la longevidad del organismo. 

 
1. Genotipificación de los ratones 

Se diagnosticó el genotipo de los ratones para el gen de la catalasa mediante la 
técnica de PCR y con el ensayo de H2O2 en sangre. 

Una vez que se identificaron los ratones, se generó la población con el fin de obtener 
los grupos de animales (n>10) machos de diferentes edades y con los diferentes niveles 
de catalasa; es decir, silvestres, homócigos y heterócigos para el alelo mutado.  
 
2. Deteminación del daño oxidativo en diferentes tejidos de ratones con diferentes 

niveles de catalasa 
Con respecto al daño oxidativo, se midió la cantidad de lípidos hidroperoxidados, 

dienos conjugados, por la técnica de TBARS, y la oxidación de proteínas cuantificadas 
en cantidades de carbonilos formados por la reacción de DNPH. Todo esto se midió en 
riñón, pulmón, hígado, cerebro y corazón y a diferentes edades de los ratones (2, 6, 8 y 
10 meses de edad). 

Nuestras expectativas era obtener mayor cantidad de daño oxidativo (lípidos 
peroxidados, dienos conjugados y carbonilos) a menor número de alelos mutados de la 
catalasa. Es decir, un mayor aumento de daño oxidativo en mutantes homócigos para el 
alelo mutado, que en los heterócigos para el alelo mutado, y éste a su vez mayor que en 
los tipo silvestre. 

Sin embargo, observamos lo siguiente:  
1) Hubo mayor cantidad de lípidos hidroperoxidados, medidos como cantidad 

de malondialdehido (MDA), en los silvestres conforme aumenta su edad, lo cual 
concuerda con lo esperado. En los ratones mutantes, la cantidad de lípidos 
hidroperoxidados cambia según el tejido y la edad del animal  

2) Con respecto a los dienos conjugados, se observó que, de entrada, los ratones 
silvestre presentan diferencias entre los tejidos: en todas las edades coinciden 
mayores niveles en hígado; hay un patrón ontogénico en todos los tejidos que 
sigue un comportamiento  gaussiano, comenzando bajo (2 meses), con un pico 
máximo a los 6 y 8 meses, y a los 10 meses baja otra vez su nivel.  

3) En los heterócigos, donde sólo se midieron a 8 y 10 meses de edad, hay un 
aumento en los niveles de dienos conjugados a los 10 meses en el hígado; en los 
demás tejidos, esos niveles se mantienen o disminuyen.  

En general, pero con excepciones, los homocigotos de la catalasa presentan 2 
efectos relevantes: el comportamiento gaussiano de los silvestres se aminora, 
tanto en intensidad como en duración. 

4) Se encontró, en general, un aumento de carbonilos en todos los tejidos de los 
ratones silvestres a los 8 meses de edad, con un comportamiento gaussiano con 
la edad. En cambio, en los ratones mutantes, la cantidad de carbonilos se 
mantuvo más o menos constante conforme la edad avanza. 

3. Determinación del envejecimiento celular en los fibroblastos mutantes en 
catalasa y los silvestres 
Se obtuvieron los fibroblastos embrionarios de ratón de 14 dpc mutantes homócigos, 

heterócigos y silvestres 



Los resultados preliminares mostraron que los fibroblastos embrionarios silvestres 
senescieron más lentamente que los heterócigos y nulos para la catalasa, lo cual es un 
resultado esperado. 

Sin embargo, los fibroblastos heterocigotos para el alelo mutado dejaron de 
proliferar antes que los homócigos, aproximadamente a las 300h de cultivo.  

Los cambios morfológicos se pueden apreciar claramente en la línea heteróciga en el 
pase 13, posiblemente al ser la primera línea en dejar de proliferar. 
 
4. Determinación de la susceptibilidad a morir por el H2O2, de células con 

diferentes niveles de catalasa 
Los resultados preliminares mostraron que después de haber tratado a las células con 

diferentes concentraciones de H2O2, desde 100mM a 10mM, no se encontró diferencia 
en la cantidad de células muertas ni en el tiempo en que murieron, entre las 3 líneas 
celulares. Es decir, a concentraciones de 20mM a 5mM, todas las células mueren 
aproximadamente a los pocos minutos del tratamiento. A concentraciones de 4mM a 
1mM se aprecian todas las células muertas a las 12 horas. 
 
5. Determinación del efecto de la mutación en la longevidad de los ratones, 

mediante el análisis de supervivencia  
A simple vista, los ratones con diferentes niveles de expresión de la catalasa no 

presentan diferencias evidentes en el fenotipo. 
 Los datos de supervivencia de los ratones mutantes y controles, indican que no hay 

diferencia significativa en la longevidad de los ratones a los 20 meses de edad, que 
coincide con los resultados de daño oxidativo, medidos hasta los 10 meses de edad. 

Sin embargo, el porcentaje de supervivencia de los homocigotos después de los 20 
meses de edad es menor que el de los heterocigotos y silvestres. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IX. PERSPECTIVAS 
 

De los resultados obtenidos en este trabajo surgen numerosas dudas que estimulan a 
continuar investigando sobre la posible causa y mecanismos moleculares implicados en 
el proceso del envejecimiento. A continuación se plantean algunos posibles 
experimentos que pudieran ayudar a responder algunas de estas dudas. 
 



1. Estimar daño oxidativo a ratones adultos 
Dado que se no se encontró un aumento en la cantidad de MDA y carbonilos en los 

ratones mutantes de la catalasa, con respecto a los silvestres en ninguna de las edades 
consideradas es posible que exista un umbral de especies reactivas de oxígeno que en 
tiempo y espacio varía al aumentar la edad. Es decir, sería interesante medir estos 
parámetros después de los 12 meses de edad, (especialmente a los 25 meses de edad, 
que es donde los heterócigos mostraron diferencia en la curva de sobrevivencia) para 
investigar si en ratones mayores de 1 año el efecto compensatorio, si lo hay, permanece; 
y si por el contrario, el daño oxidativo aumenta por la falta de catalasa. Averiguar la 
etapa en que aparece esta diferencia entre los ratones nulos de la catalasa y los silvestres 
pudiera marcar un punto clave en la fisiología del ratón en el que cambia el 
metabolismo de las especies reactivas de oxígeno. 

Además, sería útil investigar si hay una diferencia en daño al DNA por falta de la 
catalasa en ratones mayores de 12 meses de edad, ya que pudiera ser que la velocidad de 
recambio de lípidos, proteínas y DNA sea diferente, y que en respuesta, dichas 
macromoléculas oxidadas disparen diferentes mecanismos de defensa o representen 
señales de transducción diferente. 

Sería conveniente investigar si, ante la falta de catalasa o ante el aumento de H2O2,  
incremente la concentración de moléculas como transferina o ferritina que reduzcan la 
cantidad de Fe2+ libre en el interior de las células tal que sea insuficiente para reaccionar 
con el H2O2 y causar un incremento en el daño oxidativo. Una regulación de los niveles 
de glutatión en respuesta a cambios en el H2O2 puede permitir el recambio de agentes 
reductores importantes en el metabolismo de la célula, como NADPH. 

Será determinante diagnosticar si aumenta el recambio de los lípidos, proteínas y 
DNA más rápido en los mutantes, como efecto compensatorio ante la falta de catalasa. 

 
2. Determinaciones patológicas 
Como se mencionó en los resultados, a simple vista no se aprecian diferencias 

significativas fenotípicas relacionadas con el nivel de expresión de la catalasa. Sin 
embargo, dado que se observaron  algunos casos de sobrepeso en ratones heterócigos a 
los 12 meses de edad, y en particular en un homócigo que a los 14 meses de edad pesó 
89.3g a diferencia de los silvestres que a esa edad pesan en promedio 40g, sería 
interesante medir algunos cambios fisiológicos que se asocien con enfermedades 
relacionadas con la edad, como diabetes, hipertensión, aterosclerosis, etc. 
 
3. Daño a diferentes tejidos con agentes oxidantes 
Consistente con la propuesta anterior y con los resultados preliminares que mostraron  

susceptibilidad a daño miocárdico, sería importante determinar el efecto de la catalasa 
en daño al miocardio inducido con isoproterenol u otros agentes tóxicos relacionados 
con causantes de enfermedades cardiacas. Asimismo sería trascendental investigar la 
susceptibilidad que presentan los animales a daños en los diferentes tejidos a nivel 
histológico y molecular, después de un  tratamiento con el ejercicio físico extenuante. 
 
4. Memoria y aprendizaje 
Resultaría valioso realizar a los animales pruebas de comportamiento, como memoria 

y aprendizaje, después de ser sometidos a diferentes estímulos como ejercicio físico 
extenuante. 
 
5. Daño oxidativo a las células 



Los resultados preliminares muestran que la senescencia de los fibroblastos 
embrionarios no fueron consistentes con los resultados de daño oxidativo en tejidos. 
Determinar el nivel de daño oxidativo a fibroblastos en cultivo pudiera resolver la duda 
con respecto a si los fibroblastos heterócigos presentan un mayor nivel de daño 
oxidativo con respecto a los otras dos líneas y así explique la causa del cesamiento en la 
proliferación celular. También se recomienda reforzar las conclusiones asociadas a la 
senescencia replicativa de las células, determinando la actividad de β-galactosidasa en 
condiciones ácidas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



X. ANEXOS 
 
X.1 Anexo 1: Preparación de soluciones para PCR   

Soluciones stock 
♦ Tris HCl 1M a pH 8 (para 100 ml): 

1. Disolver 7.9g de Tris-HCl en 80ml de H2O destilada. 
2. Ajustar el pH a 8 y aforar a 100ml. 

 
♦ KCl 1M (para 100ml): 

1. Disolver 7.5g de KCl en 80ml de H2O destilada. 
2. Aforar a 100ml. 
 

♦ Buffer de lisis al 10X (para 100ml de solución):  
1. Agregar 10ml de Tris HCl 1M, 50ml de  KCl 1M, 10ml de Tween 20. 
2. Mezclar los reactivos lentamente para evitar la formación de espuma y 

aforar a 100ml con agua destilada. 
3. Si no se va a utilizar inmediatamente, almacenarlo a  4º C hasta un par de 

meses.  
 

♦ Buffer de lisis  al 1X (para 100ml): 
1. Agregar 10ml de buffer de lisis al 10X y 80ml de agua destilada. 
2. Mezclar la solución  por medio de inversión lenta y aforar a 100ml con 

agua destilada. 
3. Si no se va a utilizar inmediatamente, almacenarlo a 4 ºC hasta por 2 

semanas.  
 

X.2 Anexo 2: Desarrollo del protocolo para la purificación de oligonucleótidos 
Soluciones stock: 
♦ Arcrilamida/bisacrilamida al 25% (para 500ml)  

 
1. Mezclar 118.75g de acrilamida (grado para secuenciar DNA)  y 6.25g de N, 

N’-metilenbisacrilamida en agua desionizada.  
2. Disolver a 37º C.  
3. Aforar a 500ml y filtrar.  
4. Almacenar en botella ámbar a temperatura ambiente hasta por un mes. 

Nota: Dado que la bisacrilamida es una sustancia neurotóxica, pesarla y 
manipularla con mucho cuidado, usando guantes y cubre bocas. 
La acrilamida se desamina  con luz y álcali para dar ácido acrílico; por tanto, 
el pH de la solución debe estar a pH≤7 y en la obsuridad. 

 
♦ Urea (Merck) 7.8M  

 
♦ TBE (Tris-Borato-EDTA) 10X (para 500ml): 

1. Mezclar 54g de Tris-base, 27.5g de ácido bórico, 20ml de EDTA 0.5M a pH 
8.  

2. Ajustar el pH a 8.3  
3. Aforar a 500ml.   

♦ Persulfato de amonio al 10% (para 10ml): 
1. Disolver 1g de persulfato de amonio en 7ml de agua.  
2. Mezclar y aforar a 10ml.  



3. Almacenar a 4º C hasta por 2 semanas. 
 

♦ TEMED (Tetrametiletilenediamina) 
Biorad No. Cat. 161-0800 

 
♦ n-Butanol (alcohol butílico)  

Merck 
 

a. Preparación de gel de acrilamida/bisacrilamida al 20% (a esa concentración 
migran los colorantes para identificar nucleótidos entre 45 y 12 pb de longitud).  

 
Para 10ml de solución: 
1. Mezclar 8ml de solución acrilamida/bisacrilamida al 25%, 1ml de UREA 7.8M 

(final 780mM) y 1ml de TBE 10X. 
2.  Mezclar y agregar 10μl de TEMED 25μl de persulfato de amonio al 10%. 
3. Mezclar y utilizar inmediatamente.  

 
b. Procedimiento para correr el gel: 
1. Ensamblar el equipo para correr el gel con cinco pozos 
2. Inyectar lentamente la solución entre las placas de vidrio, cuidando de no formar 

burbujas en la solución 
3. Esperar que solidifique el gel (aproximadamente 5 minutos) 
4. Enjuagar los pozos (para liberar de burbujas o pedazos de gel) a presión, 

inyectando el mismo buffer de TBE 1X en el que se va a correr el gel  
5. Cargar 50μg de oligo y 10μl de azul de bromofenol crudo por carril 
6. Precalentar el gel a 350v durante 15 minutos aproximadamente  
7. Correr el gel a 300v hasta que el azul de bromofenol empiece a salir por el borde 

inferior del gel (aproximadamente 3 horas) 
8. Extraer la banda correspondiente a la longitud del oligo (generalmente la banda 

de mayor concentración y menor migración, identificada con luz UV (254nm) 
colocando el gel sobre una placa de sílica fluorescente. Usar lentes protectores 
contra luz UV 

9. Colocar el trozo del gel en un tubo eppendorf de 1.5ml y agregar 1ml de agua 
desionizada en sistema milliQ 

10. Sacar el trozo del gel y concentrar los oligos por evaporación de la solución (2h 
aproximadamente en savant hasta dejar 100μl) 

11. Agregar 1.5ml de nbutanol y agitar fuertemente en vortex durante 30 segundos. 
Centrifugar a 10000rpm en centrífuga clínica durante 5 minutos. Eliminar el 
sobrenadante, dejando 100μl de solución. 

12. Repetir el paso 7 
13. Agregar 1ml de etanol absoluto, con el fin de eliminar el agua, agitar en vortex 

durante 30 segundos y centrifugar por 3 minutos a 10000rpm. Eliminar el 
sobrenadante 

14. Repetir el paso 7 y secar en savant 
15. Disolver el pelet en 115ml de agua desionizada en milliQ  
16. Medir absorbancia a 260nm. Tomar como control el agua desionizada que se 

utiliza para disolver 
17. Cálculos para obtener la concentración de los oligos: 

Valores de dilución para medir absorbancia: 5μl de oligo + 495μl de agua. 
1 OD260 ≈ 33 μg de oligonucleótido en 1ml; o sea, 1 OD260 ≈ 33 μg/ml  



Entonces: 
x OD’s260= y μg en 1000μl de solución 
[mg/ml]  = (z μg en 500μl de solución)/3μl de oligo 

 
X.3 Anexo 3: Preparación de soluciones para la determinación de carbonilos 

 Ácido clorhídrico 2M (para 100ml): 
1. Añadir lentamente dentro de campana de extracción 7.3ml de HCl 

concentrado y 80ml de agua desionizada.  
2. Mezclar cuidadosamente. 
3. Aforar a 100ml. 

 
 2, 4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10mM (para 20ml): 

1. Disolver 0.04g de DNPH en 15ml de HCl.  
2. Mezclar cuidadosamente. 
3. Aforar a 20ml 

 
 Ácido tricloroacético al 20% (para 20ml): 

1. Mezclar 4ml de ácido tricloroacético y 16ml de agua desionizada 
 

 Guanidina 6M con fosfato de potasio 20mM (para 20ml): 
1. Disolver 11.46g de guanidina y 0.054g de fosfato de potasio en 15ml de 

agua. 
2. Ajustar pH a 2.3 con ácido trifluoroacético. 
3. Mezclar con agitador magnético y ligero calentamiento y aforar a 20ml.  
4. Mantener a 4º C si no se va a usar inmediatamente y usar en un periodo 

máximo de una semana.  
 

 Solución etanol absoluto: acetato de etilo (1:1) 
Para 100ml: 
1. Mezclar 50ml de etanol absoluto y 50ml de acetato de etilo.  
2. Usar el mismo día de preparación. 

 
 
X.4 Anexo 4: Preparación de soluciones para el cultivo de fibroblastos 

 Gelatina al 0.1% (opcional)  
Para 100ml: 
1. Agregar 100mg de gelatina en polvo en 100mg de agua.   
2. Disolver completamente el sólido, en baño maría a 37º C durante 15 minutos 

aproximadamente. 
3. Esterilizar la solución con filtro de membrana de tamaño de poro 0.22 μm. 
4. Agregar 4 ml de la solución a cada caja petri estériles desechables de 100 x 

20 mm, cuidando que el volumen cubra toda la superficie de la caja. 
5. Dejar las cajas en reposo, dentro de la campana de flujo laminar, durante 2 

horas aproximadamente, (si está prendida la luz uv, dejar las cajas abiertas). 
6. En caso de no utilizar las cajas en es momento, almacenarlas a 4º C, selladas 

con parafilm y cubiertas con papel aluminio. 
 

 Dulbecco’s Modified Tagle Medium (DMEM Gibco 12100-046) 
Para 1L: 
1. Agregar el medio en polvo en 800 ml de agua de calidad para cultivo. 



2. Recuperar todo el polvo que contiene el empaque arrastrándolo con agua  
sobre el vaso de precipitado. Agitar suavemente.  

3. Agregar 3.7g de NaHCO3. 
4. Ajustar el pH a 0.2-0.3 unidades por abajo del pH de trabajo (pH 7) ya que, 

usualmente, el pH sube de 0.1-0.3 con el proceso de filtración. 
5. Aforar el medio a 1L. 
6. Esterilizar inmediatamente con membrana de filtración de 0.22μm. 
7. Alicuotar en frascos de 100ml y 250ml. 
8. Almacenar a -20º C si se va a usar en un periodo mayor de 2 meses;  si no es 

así, almacenar a 4º C. 
 

 Suero Fetal Bovino (SFB Gibco 16000-044) 
1. Inactivar el suero a 56º C durante 30 minutos. 
2. Alicuotarlo en 10ml y 50 ml.  
3. Rotular el frasco como SFBi + fecha. 
4. Almacenar a -20º C. 
5. Después de usarlo, almacenar a 4º C hasta por un mes. 

 
 Solución EDTA 0.02% en PBS 1X 

Para 100ml: 
1. Disolver 0.02g de EDTA en 100ml de PBS 1X.  
2. Filtrar en membrana o.22μm y almacenar a 4º C. 

 
 Tripsina 2.5% 10X (Gibco 15090-046) 

1. Disponer tripsina al 2.5% en alícuotas de 1.5ml y almacenarlas a -20º C.  
2. Descongelar una alícuota a 4º C y diluirla al 0.25% en verseno 1X (Gibco 

15040-066), o en su defecto, diluirla en una solución de EDTA 0.02% EN 
PBS. 

3. Almacenar a 4º C hasta por un mes. 
 Phosphate – Buffered Saline (PBS 1X) 

Para 250ml: 
1. Agregar 2.0g de NaCl, 0.05g de KCl. 0.36g de Na2HPO4 y 0.06g de KH2PO4 

a 200ml de agua destilada. Disolver un soluto después de otro. 
2. Ajustar el pH a 7.4 con HCl 1N. 
3. Aforar la solución a 250ml. 
4. Esterilizar por filtración con membrana 0.22μm y almacenar a temperatura 

ambiente hasta por 2 meses. 
 
a) Congelación de células 
 

1. Aspirar el medio de cultivo. 
2. Lavar las células 2 veces con PBS 1X y aspirar. 
3. Incubar con 0.5ml de tripsina al 0.25% durante 5min a temperatura ambiente. 
4. Agregar 4.5ml de DMEM suplementado. 
5. Centrifugar a 3500rpm durante 5 min. 
6. Resuspender en 1ml con DMEM suplementado. 
7. Tomar una alícuota y contar en la cámara de Neubauer. 
8. Etiquetar con el nombre de la línea, número de pase, cantidad de células y fecha. 
9. Resuspender en la mitad del volumen requerido para obtener una densidad de 1-

3 X106 células /ml. 



10. Agregar gradualmente (muy lentamente por la pared) un volumen de medio para 
congelar 2X. 

11. Alicuotar rápidamente en viales de congelación. Agregar 1ml de la suspensión 
celular por vial. 

12. Transferir los viales de congelación a -70°C por 24 h. 
13.  Almacenar en el tanque de nitrógeno líquido. 

 
b) Descongelación de células: 
 

1. Sacar el vial de congelación de las células requeridas del tanque de nitrógeno 
líquido y transferirlo inmediatamente a un baño de agua de cultivo a 37°C. 

2. Esperar a que el vial se descongele (de 1 a 2 minutos) y transferir la suspensión 
celular a un tubo falcon estéril de 15 ml. Agregar 5 ml de medio DMEM, muy 
lentamente por la pared del tubo.  

3. Mezclar gentilmente por inversión. 
4. Centrifugar las células a 35000 rpm por 5 min. 
5. Aspirar el sobrenadante y resuspender las células en el medio apropiado y a la 

densidad requerida (al menos 100,000 células en un plato de 10 cm de diámetro. 
 

X.5 Anexo 5: tinción de células para detectar actividad β-galactosidasa asociada a 
senescencia 

 
 Phosphate – Buffered Saline (PBS 1X) 

Para 250ml: 
1. Agregar 2.0g de NaCl, 0.05g de KCl. 0.36g de Na2HPO4 y 0.06g de KH2PO4 

a 200ml de agua desionizada. Disolver un soluto después de otro. 
2. Ajustar el pH a 7.4 con HCl 1N. 
3. Aforar la solución a 250ml. 
4. Esterilizar por filtración con membrana 0.22μm y almacenar a temperatura 

ambiente hasta por 2 meses. 
 

 Solución fijadora formaldehído 2%/0.2% glutaraldehído ó Paraformaldehido 
(PFA) (Sigma P6148-500G) al 4%. 
Para 10 ml: 
1. USAR GUANTES Y CUBREBOCAS. 
2. Disolver 0.4 g de PFA en 4ml de agua desionizada. 
3. Calentar entre 60-70°C en campana de extracción. 
4. Agregar 10 µl de NaOH 10 N y dejar enfriar dentro de la campana. 
5. Agregar 5 ml de PBS 2X. 
6. Ajustar el pH a 7.2 con HCl. 
7. Aforar a 10 ml con H2O desionizada. 
8. Filtrar con membrana de 0.22 µm. 
9. Almacenar en alícuotas de 10ml a -20°C hasta por 2 semanas. 

 
Soluciones stock para la solución de tinción: 

 N,N-Dimetilformamida (DMF) C3H7NO (RESEARCH ORGANICS INC. 
2147D) 
Adertencia: Es altamente tóxico y puede ser carcinógeno, es fácilmente 
absorbido por la piel. 

 



 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactoside (X-gal)  20 mg/ml (RESEARCH 
ORGANICS INC. 1178B) 
Para 10ml:  
1. Utilizar guantes y cubrebocas, ya que el DMF y el X-gal pueden ser 

absorbidos por la piel.  
2. Disolver 200mg de (X-gal) en 8ml de DMF en campana de extracción. 
3. Mezclar. 
4. Aforar a 10ml con DMF.  
5. Almacenar a -20º C hasta por un par de semanas. 

 
 Ácido cítrico monohidratado (C6H8O7 • H2O) 0.1M (J. T. BAKER 011020O)  

Para 100ml  
1. Usar bata, guantes y cubre bocas, ya que es altamente irritable. 
2. Disolver, en campana de extracción, 2.1g de ácido cítrico en 80ml de agua 

desionizada. 
3. Mezclar 
4. Aforar a 100ml. 
5. Almacenar a temperatura ambiente hasta por un par de semanas. 

 
 Solución de fosfato de sodio dibásico anhidro (Na2HPO4) 0.2M (SIGMA S-

0876) 
Para 100ml:  
1. Usar bata, guantes y cubre bocas, ya que puede ser irritable al inhalar y al 

contacto con la piel. 
2. Disolver, en campana de extracción,  2.84g de fosfato de sodio en 80ml de 

agua desionizada. 
3. Mezclar. 
4. Aforar a 100ml. 
5. Almacenar a temperatura ambiente hasta por un par de semanas. 

 
 Solución ácido cítrico/ buffer de fosfato de sodio 0.2M a pH 6 

Para 100ml: 
1. Mezclar 36.85ml de solución de ácido cítrico 0.1M (final 0.04M) con 

63.15ml de solución de fosfato de sodio 0.2M. 
2. Ajustar el pH a 6 (ES MUY IMPORTANTE EL PH).  

 
 Ferrocianuro de potasio 100mM K4Fe(CN)6•3H2O (J.T. BAKER 3114-01) 

Para 10ml: 
1. Usar guantes, bata y cubre bocas, ya que puede ser irritante. 
2. Disolver 422mg de ferrocianuro de potasio en 8ml de agua desionizada. 
3. Mezclar. 
4. Aforar a 10ml. 
5. Almacenar a temperatura ambiente hasta por un par de semana. 

 
 Cloruro de sodio 5M NaCl(J.T. BAKER 3624-01)  

Para 10ml: 
1. Usar guantes, ya que puede causar irritación al contacto con la piel. 
2. Disolver 2.922g de cloruro de sodio en 8ml de agua desionizada. 
3. Mezclar. 
4. Aforar a 10ml. 



5. Almacenar a temperatura ambiente hasta por un par de semanas. 
 

 Cloruro de magnesio 1M (RESEARCH ORGANICS INC. 0090M) 
Para 50ml  
1. Usar bata, guantes y cubre bocas, ya que puede causar irritación al ser 

inhalado. 
2. Disolver 10.17g de cloruro de magnesio en 40ml de agua desionizada. 
3. Mezclar. 
4. Aforar a 50ml. 
5. Almacenar a temperatura ambiente hasta por un par de semanas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

X.6 Anexo 6: Peso corporal de ratones machos y hembras Cas+/+, Cas+/- y Cas-/- 
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Figura 15. Pesos corporales de animales mutantes machos (barras azules) y hembras 
(barras rosas) Cas+/+, Cas+/- y Cas-/- de diferentes edades. Se grafican en el eje x la edad 
(en meses) y en el eje y el peso corporal (en meses) de los individuos. Cada barra 
representa el promedio del peso corporal de n animales ± desviación estándar. No se 
realizó análisis estadístico por dos razones; la primera de ellas es que en ciertas edades 
existen datos de pesos corporales sólo de uno o dos genotipos; y la segúnda es que la n 
variaba desde 2 hasta 16. En general no se notan diferencias relevantes en los pesos 
corporales de los ratones mutantes de la catalasa con respecto a los silvestres en edades 
tempranas y medias; sin embargo, aproximadamente a los 20 meses de edad el peso 
corporal de los ratones machos mutantes de la catalasa es ligeramente menor que el de 
los silvestres. Sería útil hacer un seguimiento de la determinación de los pesos 
corporales en una población de animales con al menos n>4 para cada edad y, por 
supuesto, para cada genotipo. 
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