
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

Doctorado en Ciencias Biomédicas 

DAÑO OXIDATIVO Y MUERTE NEURONAL EN UN 

MODELO DE HIPOGLUCEMIA INDUCIDA POR 

INSULINA 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOMÉDICAS 

PRESENTA: 

LIBB María Luisa Haces del Blanco 

DIRECTOR DE TESIS: 

Dra. Lourdes Massieu Trigo 

COMITÉ TUTORAL: 

Dra. Maricia Hiriart Urdanivía 

Dr. Mauricio Díaz Muñoz 

MÉXICO, D.F.       Diciembre 2009



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



DEDICATORIA 

 

 

¿Qué es la vida? Un frenesí 

¿Qué es la vida? Una ilusión, 

una sombra, una ficción, 

y el mayor bien es pequeño; 

que toda la vida es sueño, 

y los sueños, sueños son. 

       Calderón de la Barca 

 

 

 

 

 

A Santiago 

A Regina, Diego y Begoña. 

A mis padres. 

A mis hermanas. 

A Mayos. 

 

 

 

 



AGRADECIMIENTOS 

 

A los miembros del jurado, por las correcciones hechas a la presente tesis, y por su 
contribución a la materialización de un sueño. GRACIAS. 

A los miembros de mi comité tutoral, la Dra. Marcia Hiriart y el Dr. Mauricio Díaz, 
por sus consejos, sus comentarios, su dirección en el desarrollo del proyecto y 
sobre todo por su amistad.  

A la Dra. Lourdes Massieu, por su apoyo, por su persistencia, por su paciencia, por 
sus consejos, por su capacidad de ver la luz al final del túnel, por su comprensión y 
su confianza. Mil Gracias. 

A Tere Montiel por todos esos experimentos compartidos, por su habilidad, su 
paciencia, su apoyo y su granote de arena para que este trabajo se completara, no 
tengo palabras suficientes de agradecimiento. Por todas esas comidas compartidas 
y por ser como eres, gracias Montiel. 

A mis entrañables amigas, de aquí Karla, Perla y Yu y de allá Mariana, Mati y Bea,
por todos esos capuchinos platicados y los sueños compartidos. 
  

A los compañeros del laboratorio, a los que están (Ana, Paloma, Blanca, y Selene) y 
a los que ya se fueron (Octa, Alberto, Karla y Perla) por aguantarme pero sobre 
todo por hacer ameno el laboratorio. En especial gracias a Ceci por mantener el 
laboratorio en tan buenas condiciones, por todo el material lavado, por los martes 
de journal y por su sonrisa. 

A mi familia, Santi mil gracias por tu apoyo, por tu comprensión y por el respeto 
demostrado… a mis hijos por darle alegría a mis días. Los adoro. 

A mis papás, a Marina y Ma. José por su incansable ayuda, por dejarme volar y por 
creer en mí. 

A Mayos por todo y por tanto. Gracias por enseñarme a ir “donde el corazón te 
lleve”. 
 



ÍNDICE 

RESUMEN    

ABSTRACT    

INTRODUCCIÓN    

1. Metabolismo energético cerebral   

 1.1 Metabolismo de glucosa   

  - Glucólisis y ciclo de Krebs  

 - Glucogénesis y glucogenólisis

  - Vía de las pentosas   

1.2 Transportadores de glucosa (GLUT)  

1.3 Metabolismo de cuerpos cetónicos   

- Papel neuroprotector de los cuerpos cetónicos 

  1.4 Transportadores de monocarboxilatos (MCT)  

2. Hipoglucemia   

2.1 Cambios en la actividad eléctrica cerebral durante la hipoglucemia      

2.2 Mecanismos de muerte neuronal asociada a la hipoglucemia                                       

-Artículo 1: Mecanismos de muerte neuronal en la hipoglucemia.  

-Artículo 2: Changes in the antioxidant defense machinery            

associated with ischemia and hypoglycemia. In vivo studies in the 

central nervous system.    

  

2.3 Avances recientes en el campo de la hipoglucemia     

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

HIPÓTESIS   



OBJETIVOS   

MATERIALES Y MÉTODOS 

RESULTADOS   

1. Vulnerabilidad cerebral selectiva al daño oxidativo y su relación con la 

muerte neuronal en condiciones de hipoglucemia       

-Artículo 3: Selective vulnerability of brain regions to oxidative stress in a 

non-coma model of insulin-induced hypoglycemia.  

2. Papel de los cuerpos cetónicos en la prevención del daño oxidativo 

asociado a la hipoglucemia    

2.1 Efecto de los cuerpos cetónicos sobre el daño oxidativo inducido por 

la hipoglucemia en el cerebro de la rata    

-Artículo 4: Antioxidant capacity contributes to protection of ketone 

bodies against oxidative damage induced during hypoglycemic 

conditions. 

DISCUSIÓN   

CONCLUSIONES  

LISTA DE ABREVIATURAS  

REFERENCIAS   

 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 

La glucosa es el principal sustrato energético del cerebro y su aporte continuo es 

necesario para la actividad cerebral normal. Cuando la concentración sanguínea de 

glucosa disminuye, fenómeno conocido como hipoglucemia, la función cerebral se 

altera. La hipoglucemia es un padecimiento generalmente transitorio que puede 

presentarse de manera crónica en pacientes con alteraciones hormonales, o bien, en 

pacientes diabéticos. Trabajos clásicos han demostrado que en el cerebro existe una 

vulnerabilidad selectiva al daño hipoglucémico siendo el hipocampo, la corteza cerebral

y el estriado, las regiones más afectadas. Cuando los niveles de glucosa disminuyen a 

20 mg/dl o menos, la actividad cerebral cesa, lo que se conoce como periodo 

isoeléctrico o coma. Recientemente, se ha sugerido la presencia de estrés oxidativo en 

condiciones de hipoglucemia, aunque su distribución temporal y regional, así como su 

posible contribución al daño selectivo han sido poco exploradas. En este trabajo 

evaluamos la distribución regional de marcadores de estrés oxidativo en animales 

hipoglucémicos antes del coma, y en animales que recibieron una infusión de glucosa, 

para prevenir el desarrollo del periodo isoeléctrico. Por otro lado, en algunas 

condiciones, el cerebro es capaz de utilizar sustratos energéticos alternativos a la 

glucosa, como los cuerpos cetónicos (acetoacetato y �-hidroxibutirato). Su utilización 

está limitada por su baja concentración sanguínea, sin embargo, al aumentar su 

disponibilidad se ha encontrado que tienen un efecto neuroprotector en diversos 

modelos de daño neuronal. Este efecto se ha atribuido principalmente a su utilización 

como sustratos energéticos, mientras que otros mecanismos protectores han sido poco 

explorados. En este trabajo también se evaluó el posible efecto antioxidante de los 

cuerpos cetónicos y su relación con los niveles de lipoperoxidación en el cerebro de 

animales hipoglucémicos. Los resultados muestran que existe daño oxidativo en lípidos 

y proteínas de las regiones del cerebro vulnerables a la muerte hipoglucémica, mientras 

que el cerebelo que es una región más resistente a esta condición, no presentó 

aumento en ningún marcador de estrés oxidativo. El aumento en los marcadores de 

daño oxidativo en las regiones vulnerables correlaciona con la presencia de células 

dañada. Así mismo, ambos isómeros del �-hidroxibutirato fueron capaces de prevenir la 

lipoperoxidación en dichas regiones, lo que sugiere un importante papel antioxidante de 

este cuerpo cetónico.

 



ABSTRACT 

Brain depends on the continuous supply of glucose as main energy substrate. 

Whenever this supply is interrupted, as during ischemia or hypoglycemia, normal 

brain function is impaired. Hypoglycemia is usually a transitory condition but can 

become chronic in patients with hormonal alterations and in type 1 diabetic 

patients. If blood glucose level decreases to 20 mg/dl or less, brain activity ceases, 

a condition known as isoelectric period or hypoglycemic coma. Classic studies in 

this field, have demonstrated selective brain vulnerability to hypoglycemia, being 

the hippocampus, the cerebral cortex and the striatum the most affected regions. 

Recently, the presence of oxidative stress during hypoglycemia has been 

suggested, but its temporal and regional distribution, as well as its possible role in 

selective brain damage remains unknown. In the present study we have evaluated 

the regional distribution of oxidative stress markers in the brain of hypoglycemic 

animals, either before the isoelectric period or after the infusion of glucose, that

prevents the development of the coma state. Besides, it is well-know that the brain 

is able to use alternative metabolic substrates such as the ketone bodies, �-

hydroxybutyrate and acetoacetate, in certain conditions. During adulthood ketone 

bodies blood levels are low and so is their utilization by brain. Many strategies have 

been conducted to raise their levels, and a neuroprotective effect against diverse 

neurotoxic stimuli has been shown. Most studies relate their neuroprotective effect 

to their metabolic action, while other mechanisms of neuroprotection have been 

less explored. Thus, we have evaluated the antioxidant action of ketone bodies in 

different brain regions under non-coma hypoglycemic conditions, as well, as their 

potential to prevent oxidative damage in brain. Results show that hypoglycemia 

promotes a pro-oxidant state in vulnerable brain regions, leading to the oxidation of 

lipids and proteins, which correlates with the presence of cell death. Interestingly, 

no oxidative damage was found in cerebellum, a far less vulnerable region to 

hypoglycemia. In addition, we found that both isomers of �-hydroxybutyrate have 

antioxidant capacity, which can prevent hypoglycemia-induced oxidative damage to 

brain lipids. 

 



III ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

La tesis está organizada en ocho secciones: Introducción, 

Antecedentes, Hipótesis, Objetivos, Materiales y Métodos, Resultados, 

Discusión y Referencias. 

La introducción inicia con un panorama general del 

metabolismo energético cerebral, seguido del metabolismo de glucosa 

y de los cuerpos cetónicos. A continuación se da una introducción 

sobre la condición de hipoglucemia, que incluye una descripción 

breve de los mecanismos encargados de regular la concentración 

sanguínea de glucosa. Una explicación de los cambios en la actividad 

eléctrica cerebral en condiciones de hipoglucemia, así como los 

mecanismos y distribución del daño hipoglucémico en el cerebro, 

precede al primer artículo de revisión sobre el tema (Artículo 1). Este 

artículo profundiza en los mecanismos de muerte neuronal asociados 

a la hipoglucemia y describe básicamente resultados obtenidos en 

trabajos donde se utilizó el modelo de hipoglucemia severa con 

presencia de coma. La segunda revisión (Artículo 2) trata sobre el 

papel del estrés oxidativo en el daño neuronal inducido tanto en 

condiciones de isquemia como de hipoglucemia, enfocándose 

principalmente al estado de las defensas antioxidantes. A este trabajo 

de revisión le sigue la exposición de los avances recientes 

relacionados con el daño neuronal hipoglucémico 

En los antecedentes se incluyen observaciones que sirvieron 

como pilar para este proyecto de doctorado y se describe así mismo 

el planteamiento del problema. Luego se plantea la hipótesis original 

del trabajo y los objetivos del mismo. 

En la sección de materiales y métodos se esquematizan 

brevemente las estrategias experimentales, sin profundizar en las 

10 



técnicas empleadas, ya que éstas están descritas ampliamente en los 

artículos originales incluidos en la sección de resultados. 

En la sección de resultados están incluidos 2 artículos originales 

(Artículo 3 y 4) que contienen la mayor parte del trabajo realizado 

durante el doctorado, y una sección de resultados adicionales que 

todavía no se publican. Del Artículo 4 sólo los experimentos in vivo 

forman parte de esta tesis. 

En la sección de discusión se presenta de manera integral una 

discusión breve de todos los resultados presentados en la tesis, 

seguida de las conclusiones a las que hemos llegado con nuestro 

trabajo experimental. 

Por último se enlistan las referencias citadas en esta tesis. 

1 I 




LISTA DE ABREVIATURAS 

4-HNE 4-hidroxinonenal 

AcAc   acetoacetato 

BHB  �-hidroxibutirato

BHE  barrera hematoencefálica 

FJB  Fluoro-Jade B 

GLUT  transportador de glucosa 

GSH  glutatión reducido 

MCT   transportador de monocarboxilato 

NO  óxido nítrico 
●OH  radical hidroxilo 

PARP   polimerasa de poli-ADP ribosa 

PRE   pérdida del reflejo de enderezamiento 

ROS   especies reactivas de oxígeno  

SNC  sistema nervioso central 

SOD  superóxido dismutasa 



INTRODUCCIÓN 

1. Metabolismo energético cerebral 

El cerebro tiene un alto gasto energético, relacionado principalmente 

con el consumo de energía en el mantenimiento de los gradientes iónicos 

celulares, indispensables en los procesos de señalización (McKenna y col, 

2006). El consumo metabólico del cerebro para mantener su funcionamiento 

normal equivale al 20% del consumo energético basal total, a pesar de que 

este órgano sólo representa el 2% del peso corporal (McKenna y col, 2006). 

Debido a esta alta demanda energética el cerebro depende del aporte 

continuo de oxígeno y de sustratos energéticos. La obtención de sustratos 

energéticos en el cerebro está regulada por la presencia de transportadores 

específicos para éstos en la barrera hematoencefálica (BHE), ya que esta 

barrera aísla al sistema nervioso central (SNC) del torrente sanguíneo. La 

BHE está formada por células endoteliales, de los capilares cerebrales, que 

están unidas entre sí por uniones estrechas sin fenestraciones, conformando 

una barrera continua entre la sangre y el líquido intersticial (Pardridge,

1983). La función principal de la BHE es aislar al cerebro de las fluctuaciones 

iónicas que ocurren en la sangre, y de esta manera se logra que el medio 

que lo baña sea constante, lo cual es imprescindible para su funcionamiento. 

 En la edad adulta, el principal sustrato energético del cerebro es la 

glucosa, por lo que su transportador es el más activo y abundante de la BHE 

(Lund, 1979). Si su aporte se ve interrumpido o limitado, ya sea por un 

evento isquémico o por la disminución en sus niveles sanguíneos (fenómeno 

conocido como hipoglucemia), el funcionamiento normal del cerebro se ve 

comprometido y puede presentarse daño neuronal.  

1.1 Metabolismo de glucosa 



Como se muestra en la Figura 1, la glucosa dentro del cerebro puede 

participar en diferentes vías metabólicas. La glucosa no solamente es usada 

como fuente de energía sino que además participa en la síntesis de inositol, 

la formación de glucógeno, la síntesis de amino ácidos, neurotransmisores y 

lípidos (McKenna y col, 2006). 

Figura 1. La glucosa tiene múltiples destinos metabólicos en el cerebro. La glucosa es la principal 
fuente de energía en el SNC, a través de su degradación a CO2 por las vías de la glucólisis y el ciclo de 
Krebs. El metabolismo de la glucosa está íntimamente ligado a la biosíntesis de nuerotransmisores e 
intermediarios del ciclo de Krebs. Parte de la glucosa participa en la vía de las pentosas donde se 
genera NADPH. Además puede ser almacenada en los astrocitos como glucógeno. Modificado de 
McKenna y col, 2006. 

 - Glucólisis y ciclo de Krebs 

La principal ruta de la glucosa para la obtención de energía es su 

degradación hasta piruvato en la glucólisis, posteriormente éste se incorpora 

al ciclo de Krebs para su completa oxidación a CO2, en condiciones aerobias. 

Estas vías le permiten al cerebro obtener energía produciendo ATP y 

equivalentes reducidos, los cuales al pasar a través de la cadena respiratoria 

de la mitocondria se convertirán en fuerza motriz para la producción de más 

moléculas de ATP. La oxidación completa de una molécula de glucosa a CO2



permite la síntesis de 38 moléculas de ATP. La ecuación de la oxidación 

completa de una molécula de glucosa es: 

C6H12O6 + 6 O2 --->  6 CO2 + 6 H2O

El cerebro tiene la capacidad de adaptarse a la disminución del 

suministro de glucosa, sin embargo ésta es limitada. La adaptación del 

cerebro ocurre básicamente por dos eventos: el aumento en el flujo 

sanguíneo cerebral y el uso de sustratos alternativos a la glucosa. Algunos

de estos sustratos son: proteínas y ácidos grasos cuyo rompimiento 

aumenta en estas condiciones, lo que genera metabolitos capaces de 

incorporarse al ciclo de Krebs (Agardh y col, 1980; 1981). Adicionalmente el 

cerebro obtiene otros sustratos de la sangre, tales como: glicerol, lactato y 

cuerpos cetónicos (Auer, 2004). Estas moléculas también se incorporan al 

ciclo de Krebs para producir energía. Todos estos mecanismos en conjunto 

permiten que el consumo de O2 se mantenga prácticamente constante aún 

en presencia de hipoglucemia. 

Dada la disminución en la concentración de glucosa, el flujo glucolítico 

se ve limitado, y con ello el funcionamiento normal del ciclo de Krebs. El 

ciclo se trunca ya que hay menos cantidad de acetil-CoA para condensarse 

con el oxaloacetato y formar citrato (Auer, 2004). Por su parte el 

oxaloacetato interviene en la reacción de transaminación entre el glutamato 

y el aspartato donde se genera además �-cetoglutarato capaz de 

incorporarse de nuevo al ciclo (Sutherland y col, 2008), como se muestra en 

la Figura 2. Esta reacción permite que parte del ciclo de Krebs continúe y 

que la concentración de aspartato se incremente considerablemente, tal 

como ha sido reportado en animales sometidos a una condición 

hipoglucémica (Sandberg y col, 1986; Sutherland y col, 2008). 



Figura 2. El metabolismo de la glucosa normalmente se da a través de la glucólisis en donde se 
produce piruvato que es incorporado al ciclo de Krebs, como se muestra en gris. En condiciones de 
hipoglucemia ocurren ajustes metabólicos dados por la disminución en la concentración de glucosa. La 
reacción que se ve más favorecida es la transaminación de glutamato a aspartato que además permite 
al �-cetoglutarato recién formado incorporarse al ciclo y continuar con éste. En negro se representa la 
parte del ciclo de Krebs que ocurre en condiciones de hipoglucemia. Modificado de Sutherland y col, 
2008.

- Glucogénesis y glucogenólisis 

Otro destino que puede tener la glucosa en el cerebro es la síntesis de 

glucógeno que se lleva a cabo principalmente en los astrocitos (Brown y 

Ransom, 2007). Los niveles de glucógeno en el cerebro son un orden de 

magnitud menor que los niveles hepáticos, pero varias veces mayores que el 

contenido de glucosa cerebral (Gruetter, 2003). El glucógeno cerebral sirve 



como reservorio energético, y su utilización no requiere de energía, ya que 

su degradación libera moléculas de glucosa-6-fosfato. Esto permite 

sobrepasar el primer paso de la glucólisis que requiere ATP y es catalizado 

por la hexocinasa. La actividad de esta enzima se vuelve limitante en 

condiciones de hipoglucemia (Brown y Ransom, 2007). La movilización basal 

de glucógeno o glucogenólisis participa en la función cerebral normal (Choi y 

col, 2003) y durante la hipoglucemia (Suh y col, 2007a). El rompimiento de 

glucógeno en los astrocitos, se ha sugerido que provee a las neuronas del 

lactato que utilizarán como sustrato energético (Brown y Ransom, 2007).  

Clásicamente se pensaba que por su baja concentración el glucógeno 

se agotaba rápidamente en condiciones de hipoglucemia (revisado en Cryer 

y col, 2003). Sin embargo, dado que los niveles de glucosa disminuyen pero

nunca llegan a cero, la glucosa se transporta y contribuye a que los niveles 

de glucógeno sirvan como complemento energético en esta condición 

(Gruetter, 2003). Se ha demostrado que para que el glucógeno se agote 

necesitan transcurrir más de 120 min de hipoglucemia severa (Choi y col, 

2003; Morgenthaler y col, 2006). Estos resultados sugieren que el glucógeno 

en sí, es un reservorio importante de energía que puede ser utilizado 

eficazmente durante la hipoglucemia. Otros grupos han evaluado las 

concentraciones de glucógeno tanto en modelos de hipoglucemia aguda 

como recurrente. En ambos casos se ha demostrado que sus niveles 

disminuyen, lo que refuerza su papel activo como reservorio energético 

durante la hipoglucemia (Herzog y col, 2008). 

- Vía de las pentosas 

En condiciones basales el 5% de la glucosa cerebral se metaboliza por 

esta vía, tanto en neuronas como en astrocitos (McKenna y col, 2006). Su 

principal contribución es la producción de NADPH, el cual es necesario tanto 

en la síntesis de lípidos como en el mantenimiento del glutatión reducido 



(Wood, 1986). Además, esta vía provee las pentosas necesarias para la 

síntesis de nucleótidos (Wood, 1986). La vía consta de dos fases: una 

oxidativa donde se producen las moléculas de NADPH y otra no oxidativa 

donde se recuperan 5 hexosas a partir de 6 pentosas. El flujo por esta vía se 

cree está regulado por la concentración de glucosa-6-fosfato, NADP+,

gliceraldehido-3-fosfato y fructosa-6-fosfato, estos dos últimos compuestos 

son intermediarios de la fase no oxidativa.   

1.2 Transportadores de glucosa (GLUT) 

La glucosa entra al cerebro por difusión facilitada a través de la BHE. 

En este proceso intervienen los GLUT que son una familia de transportadores 

encargados de la entrada de glucosa tanto en tejidos periféricos como en el 

cerebro. Se han descrito algunas isoformas que están expresadas 

específicamente en el SNC (para revisión ver McEwen y Reagan, 2004). Los 

transportadores más ampliamente distribuidos en el SNC son el GLUT tipo 1 

(GLUT1) y el tipo 3 (GLUT3) (Maher y col, 1994). Ambos transportadores 

son los principales encargados del transporte de glucosa que será utilizada 

como sustrato energético a nivel central. 

GLUT1 co-existe como dos isoformas de 55 y 45 KDa respectivamente; 

las cuales solo se distinguen por sus niveles de glucosilación. El GLUT1 

altamente glucosilado (55 KDa) se expresa en células endoteliales de la 

microvasculatura cerebral mientras que la isoforma de 45 KDa se localiza en 

la membrana plasmática de los astrocitos. En cambio GLUT3 se localiza 

específicamente en neuronas preferencialmente en el neuropilo y tiene una 

amplia distribución en el cerebro (Nehlig, 1997).   

Otros tipos de GLUT se han descrito en el cerebro, sin embargo, su 

distribución es más discreta y está relacionada con funciones más 

específicas. El GLUT tipo 2 (GLUT2) se localiza principalmente en el hígado y 

en el páncreas donde sirve como un sensor de glucosa que determina la 



liberación de insulina por las células � pancreáticas (Gould y Bell, 1990). El 

GLUT2 a nivel central se ha descrito en núcleos hipotalámicos que se asocian 

con el monitoreo central de la concentración de glucosa (Levin y col, 2001).

En animales transgénicos, donde este gen ha sido deletado, la liberación 

sistémica de glucagon, en respuesta a la hipoglucemia, se ve anulada y ésta 

se restablece cuando el gen es reintroducido bajo un promotor específico de 

células gliales (Marty y col, 2005). Estos resultados sugieren un papel 

importante de la glia como sensor y orquestador de la respuesta hormonal 

ante la hipoglucemia. 

El GLUT tipo 4 (GLUT4), es el transportador dependiente de insulina 

localizado principalmente en músculo y tejido adiposo (McEwen y Reagan, 

2004). Su localización plasmática aumenta en condiciones de 

hiperinsulinemia lo que promueve la entrada de glucosa en estos tejidos. En 

el cerebro, se ha demostrado, que el GLUT4 existe en algunas regiones 

específicas y su expresión se ha visto tanto en la membrana plasmática 

como en el citosol de neuronas, lo que sugiere la existencia de una poza que 

podría ser movilizada en presencia de insulina (Messari y col, 1998). Su 

expresión coincide con la presencia del receptor de insulina aunque su 

posible función aún se desconoce. Otro transportador regulado por insulina 

es el GLUT tipo 8, el cual también se ha visto expresado en el cerebro. El 

GLUT tipo 5, que se localiza principalmente en el intestino, se ha visto 

expresado en la microglia aunque su función no ha sido esclarecida. 

Recientemente un estudio basado en la técnica de micro arreglos, ha 

demostrado que el gen para el GLUT1 se expresa durante la hipoglucemia 

incluso cuando esta condición es muy moderada (Mastaitis y col, 2005), lo 

que sugiere un posible aumento en su expresión como medida 

compensatoria ante la disminución en los niveles de glucosa. 



1.3 Metabolismo de cuerpos cetónicos 

Uno de los principales sustratos alternativos a la glucosa son los 

cuerpos cetónicos. En el cerebro, éstos se utilizan en condiciones en las que 

la oxidación de glucosa no satisface las necesidades cerebrales. Los cuerpos 

cetónicos son 3: acetoacetato (AcAc), �-hidroxibutirato (BHB) y acetona. La 

acetona se forma a partir del AcAc de manera no enzimática, se produce en 

cantidades mínimas y es exhalada en la respiración, por lo que no tiene una 

contribución metabólica importante (Musa-Veloso y col, 2006).

La estructura química de los cuerpos cetónicos es la siguiente: 

El BHB tiene un carbón quiral lo que genera que exista en dos 

isoformas: L y D. Fisiológicamente el isómero D es el que se produce y se 

consume en el metabolismo, ya que las enzimas que intervienen en su ruta 

metabólica son específicas para este isómero. En cambio, el transporte del 

BHB a través de la BHE no es específico para algún isómero; es decir, su 

transportador es capaz de reconocer tanto al D-BHB como al L-BHB (Pierre y 

Pellerin, 2005).

Endógenamente, los cuerpos cetónicos se producen principalmente en

el hígado como resultado de la oxidación excesiva de ácidos grasos. Su 

síntesis está altamente regulada, no sólo a nivel global por hormonas 

(insulina y glucagon) que actúan sobre el tejido adiposo, sino a nivel local; 

es decir, existe un control intrahepático. Se ha reportado también que en los 



astrocitos se pueden sintetizar los cuerpos cetónicos a partir de ácidos 

grasos (Auestad, 1991) y de leucina (Bixel y Hamprecht, 1995), teniendo 

esta producción propiedades similares a la síntesis hepática (Guzmán y 

Blázquez, 2001) tanto a nivel de regulación, como de algunas enzimas. 

La primera demostración de su utilización metabólica se hizo en 

sujetos obesos con períodos de ayuno prolongado, en los cuales no se 

observó degradación de proteínas pero si un aumento en la concentración 

sanguínea de los cuerpos cetónicos (Owen y col, 1967). También se ha visto 

que están involucrados en la lipogénesis cerebral durante la etapa postnatal 

temprana (Patel y Owen, 1976; 1977), y que pueden ser precursores de 

aminoácidos, en esta misma etapa (DeVivo  y col, 1975). Durante esta etapa 

constituyen el principal sustrato energético del cerebro y esto se debe al alto 

contenido lipídico de la leche materna (Nehlig y Pereira de Vasconcelos,

1993). Al madurar el animal, junto con el cambio de dieta, la utilización de 

los cuerpos cetónicos disminuye dado que su concentración sanguínea baja 

(Nehlig y Pereira de Vasconcelos, 1993). Se ha demostrado que la utilización 

de los cuerpos cetónicos es directamente proporcional a su concentración en 

la sangre (Hawkins, 1971), y que ésta es independiente del estado 

nutricional del animal (Hawkins y col, 1971; Kammula, 1976). Las enzimas 

que permiten la transformación de los cuerpos cetónicos a acetil-CoA se 

encuentran activas en el animal adulto (Williamson y col, 1971), lo que les 

permite incorporarse al ciclo de Krebs. Es por ello que si los cuerpos 

cetónicos son infundidos en animales adultos estos son capaces de 

utilizarlos. Se ha visto que la oxidación de la glucosa y de los ácidos grasos

disminuye en presencia de los cuerpos cetónicos (Robinson y Williamson,

1980; Ruderman y col, 1974). Las vías de síntesis y la utilización de los 

cuerpos cetónicos en el cerebro se muestran en la Figura 3.



Figura 3. Vías de síntesis y utilización de los cuerpos cetónicos. Las flechas negras muestran la vía de 
síntesis de los cuerpos cetónicos que se lleva a cabo principalmente en las mitocondrias hepáticas, 
como resultado de la oxidación de los ácidos grasos. Las flechas rojas indican la vía de utilización de 
los cuerpos cetónicos. Las enzimas involucradas en esta vía difieren de un tejido a otro, las aquí 
mostradas son las que participan en la utilización de los cuerpos cetónicos en el cerebro.  

-Papel neuroprotector de los cuerpos cetónicos 

 La concentración sanguínea de los cuerpos cetónicos, y por tanto su 

oxidación cerebral, puede aumentarse significativamente como resultado de 

una dieta cetogénica, el ayuno prolongado o bien por una infusión exógena 



de los mismos, entre otras (Owen y col, 1967; Hawkins y Biebuyck, 1979; 

Yudkoff y col, 2001). Algunas de estas estrategias se han utilizado para 

evaluar el efecto protector de los cuerpos cetónicos ante diversos estímulos 

neurotóxicos (revisado por Smith y col, 2005).  

La dieta cetogénica, rica en lípidos y baja en carbohidratos, promueve 

la síntesis de cuerpos cetónicos. Esta dieta se usa en forma eficiente en 

infantes como tratamiento de la epilepsia refractaria (Nordli y col, 2001; 

Yudkoff y col, 2001) y también para controlar las crisis convulsivas inducidas 

por el ácido kaínico (Noh y col, 2006). Recientemente, esta dieta también ha

sido utilizada en ratas jóvenes para prevenir el daño en condiciones de 

hipoglucemia (Yamada y col, 2005). En este estudio las ratas recibieron la 

dieta cetogénica durante 5 días antes de ser sometidas a un evento 

hipoglucémico sin coma. Los animales tratados presentaron menos células 

marcadas con Fluoro-Jade B (FJB), que es un marcador de muerte (Yamada 

y col, 2005). Por otro lado, se ha visto que una infusión cetótica previene la 

muerte neuronal asociada a eventos de hipoxia e isquemia (Suzuki y col, 

2001; Suzuki y col, 2002; Masuda y col, 2005). También se ha observado

que estos compuestos pueden prevenir el daño neuronal en modelos in vivo

e in vitro de la enfermedad de Parkinson (Kashiwaya y col, 2000; Tieu y col, 

2003). En ambos estudios se utilizó la neurotoxina MPP+, la cual inhibe al 

complejo I de la cadena respiratoria y causa degeneración selectiva de las 

neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra emulando la enfermedad de 

Parkinson. Por otra parte, neuronas expuestas al fragmento 1-42 del  

péptido � amiloide, que es un modelo in vitro de la enfermedad de 

Alzheimer, son protegidas en presencia de D-BHB (Kashiwaya y col, 2000).

Por su parte en nuestro laboratorio hemos demostrado tanto in vivo como in 

vitro que los cuerpos cetónicos previenen la muerte neuronal excitotóxica en 

condiciones de inhibición metabólica (Massieu y col, 2003; Mejía-Toiber y 

col, 2006).



Todos los estudios descritos anteriormente han evaluado el potencial 

neuroprotector ya sea del AcAc, del D-BHB o de ambos, como en la dieta 

cetogénica; mientras que el efecto protector del L-BHB no ha sido explorado. 

En este sentido el isómero L puede utilizarse como una estrategia 

experimental que nos permite distinguir si la protección obtenida con el BHB 

está relacionada únicamente con su utilización metabólica o bien se debe a 

otros efectos, como por ejemplo una actividad antioxidante intrínseca. 

  

1.4 Transportadores de monocarboxilatos (MCT) 

En 1975 se demostró que el transporte de los cuerpos cetónicos a

través de la BHE es un proceso saturable (Gjedde y Crone, 1975), y que 

existe competencia entre el AcAc y el BHB, transportándose el primero más 

eficientemente (Hawkins y col, 1971). También se demostró que el 

transporte es un proceso inducible por la presencia de cuerpos cetónicos en 

la sangre (Gjedde y Crone, 1975; Daniel y col, 1977; Hasselbach y col, 

1995; Pan y col, 2001), sobre todo si su disponibilidad es continua como en 

el caso del ayuno prolongado o la dieta cetogénica (Leino y col, 2001). El 

transportador que está involucrado en este proceso pertenece a la familia de 

MCT, los cuales también acarrean lactato, piruvato y los �-cetoácidos de 

varios aminoácidos neutros (Pardridge, 1991). Dada la naturaleza hidrofílica 

de los monocarboxilatos su entrada al cerebro y a las células está mediada 

por los MCT que se localizan en la membrana plasmática tanto de células 

endoteliales de la BHE, como de las neuronas y astrocitos (Halestrap y Price, 

1999). 

Ahora se sabe que la familia de los MCT está compuesta de 14 

miembros, de los cuales el MCT los tipos 1, 2 y 4 (MCT1, MCT2, MCT4) se 

expresan en el SNC (Hertz y Dienel, 2005). Al menos para estos tipos, se ha 

demostrado que co-transportan una molécula de monocarboxilato y un 

protón en la misma dirección, con una estequiometria equimolar (Pierre y 



Pellerin, 2005). Dado que es un proceso bidireccional, el transporte está 

regulado por la diferencia de pH y el gradiente del sustrato (Halestrap y 

Price, 1999). Los MCT1 y MCT4 tienen baja afinidad mientras que la afinidad 

del MCT2 por el sustrato es alta (Hertz y Dienel, 2005). Se ha estudiado la 

distribución celular y se ha visto que el MCT1 se expresa abundantemente 

en células endoteliales que forman la vasculatura cerebral, en los 

ependimocitos que rodean los cuatro ventrículos cerebrales, así como en 

astrocitos (Pierre y Pellerin, 2005). El MCT2 se ha encontrado principalmente 

en neuronas, siendo su expresión muy abundante en la corteza, el 

hipocampo y el cerebelo (Pierre y Pellerin, 2005). Por su parte el MCT4 está 

expresado exclusivamente en astrocitos, y su distribución se ha encontrado 

enriquecida en el hipocampo, el estriado y la corteza, al menos en roedores 

(Pierre y Pellerin, 2005).    

En conclusión, la oxidación de los cuerpos cetónicos en el cerebro está 

limitada por su transporte a través de la BHE y por su concentración 

sanguínea. A su vez, la disponibilidad del oxaloacetato y de CoA es necesaria 

para que puedan incorporarse al ciclo de Krebs. 

2. Hipoglucemia 

Se considera que en el humano adulto existe una condición 

hipoglucémica cuando la concentración sanguínea de glucosa se reduce a 

menos de 50 mg/dl, o bien cuando los niveles plasmáticos están por debajo 

de 60 mg/dl (Davidson, 2002). En infantes se considera como hipoglucemia 

una concentración sanguínea menor a 40-45 mg/dl (Sperling, 2002). 

En humanos existen varios mecanismos que mantienen los niveles 

postpandriales de glucosa en un rango fisiológico entre 70-110 mg/dl (Cryer, 

2007). Cuando su concentración disminuye a 81 mg/dl, la secreción de 

insulina por las células � del páncreas cesa (Cryer, 2007). Si la glucosa sigue 

disminuyendo, por debajo del rango fisiológico (68 mg/dl), algunos 



mecanismos se activan, tales como: la liberación de glucagon en el páncreas 

y de epinefrina por las glándulas adrenales, entre otras respuestas 

neuroendócrinas (Cryer, 2007). Si estas medidas compensatorias no son 

suficientes, cuando la concentración de glucosa disminuye a niveles de 54 

mg/dl se presenta una respuesta simpatoadrenal mayor, que es la 

responsable de los síntomas autonómicos de la hipoglucemia (Cryer, 2007). 

Estos síntomas incluyen: debilidad, sudoración, taquicardia, palpitaciones, 

irritabilidad, entre otros (Cryer y col, 2003). Alrededor de esta misma 

concentración de glucosa se presentan los síntomas neurológicos como 

consecuencia de una menor actividad del SNC; entre éstos se encuentran 

dolor de cabeza, hipotermia, alteraciones visuales, confusión, y amnesia 

(Cryer y col, 2003). La percepción de estos síntomas se acompaña de la 

conducta de defensa: la ingesta de alimentos (Cryer, 2007). Si todos estos 

mecanismos fallan, y la concentración de glucosa sigue disminuyendo se 

presentará un decaimiento de las funciones cognoscitivas, conductas 

aberrantes, crisis convulsivas y coma. Todas estas respuestas son 

interrumpidas en cuanto el rango fisiológico de glucosa se recupera (Cryer, 

2007). 

La disminución de glucosa es percibida a nivel central por los 

glucosensores localizados en la zona ventromedial del hipotálamo, 

localizados principalmente en el núcleo paraventricular y el núcleo arcuato 

(Davidson, 2002). Las hormonas liberadas a nivel sistémico (glucagon y 

epinefrina) evitan que los niveles de glucosa sigan disminuyendo a 

concentraciones peligrosamente bajas. En conjunto, todas estas hormonas 

favorecen principalmente la liberación hepática de glucosa, y con ello la 

normalización de sus niveles sanguíneos. 

La hipoglucemia es un padecimiento poco frecuente, aunque puede 

presentarse en individuos con trastornos hormonales, por ejemplo, pacientes 

que presentan un insulinoma (de Herder, 2004). Sin duda los pacientes más 



afectados son aquellos que padecen diabetes tipo 1, ya que el tratamiento 

de su enfermedad consiste principalmente en la administración de insulina. 

Estos pacientes presentan niveles sanguíneos de glucosa por debajo de 50 

mg/dl el 10% del tiempo; y en general sufren dos episodios sintomáticos de 

hipoglucemia dos veces por semana, y al menos un estado de hipoglucemia 

severa al año por lo que tienen que ser hospitalizados (Cryer, 2007). La 

aparición frecuente de hipoglucemia en la diabetes tipo 1 se debe a que los 

pacientes van perdiendo las respuestas hormonales normales que previenen 

el desarrollo de esta condición (Cryer y col, 2003). En los primeros 5 años 

de la enfermedad, la respuesta del glucagon disminuye, para finalmente 

perderse y más adelante (alrededor de 10 años) la respuesta adrenérgica

también se ve atenuada, lo que generalmente se acompaña de la pérdida de

la habilidad para reconocer la hipoglucemia, ya que los síntomas 

desaparecen. Ésto incrementa el riesgo de que el paciente tenga un episodio 

de hipoglucemia severa y caiga en coma (Cryer y col, 2003).

La diabetes es una enfermedad muy común en la actualidad, se estima 

que alrededor del 7% de la población adulta mundial la padece 

(International Diabetes Federation, 2009). En la zona de Norte América y el 

Caribe se calcula que existen 37.4 millones de personas afectadas con este 

padecimiento (International Diabetes Federation, 2009). En México la 

diabetes es una de las principales causas de mortalidad (INEGI, 2005). La

diabetes tipo 1 es menos frecuente que la tipo 2, ya que ésta constituye 

alrededor del 90% de todos los casos (Heaton y col, 2003). La hipoglucemia 

en los pacientes que padecen diabetes tipo 2 se presenta en estados 

avanzados de la enfermedad (Bananer y Cryer, 2004), ya que el progreso de 

la enfermedad se acompaña de una disminución en la insulina (Cryer y col, 

2003). También se presenta cuando estos pacientes son tratados con 

secretagogos de insulina (Bananer y Cryer, 2004). Por ello, un gran número 

de pacientes sufren cotidianamente los síntomas de la hipoglucemia.  



2.1 Cambios en la actividad eléctrica cerebral durante la hipoglucemia 

 El electroencefalograma (EEG) es una herramienta importante en los 

modelos de hipoglucemia, ya que los cambios en la actividad eléctrica 

cerebral monitoreados a través del EEG, correlacionan con la subsecuente 

presencia o ausencia de daño cerebral. Normalmente el EEG en vigilia 

consiste de ondas en el rango de 8-13 Hz (ondas �) y 13-25 Hz (ondas �).

Las ondas � de 1-4 Hz están ausentes en vigilia mientras que las ondas � de 

4-8 Hz constituyen un componente menor del registro (Auer, 2004).

Conforme se desarrolla la hipoglucemia el registro va haciéndose más lento, 

es decir, predominan las ondas de mayor amplitud y menor frecuencia 

(ondas ������(Auer, 2004). Cuando los niveles de glucosa sanguíneos son ≤18 

mg/dl el EEG se aplana, pues se pierde la actividad cerebral, y ésto indica el 

inicio del estado de coma o periodo isoeléctrico. Se ha visto, tanto en 

individuos sanos como en pacientes diabéticos, que un episodio de 

hipoglucemia moderada es capaz de aumentar las ondas de baja frecuencia 

en el EEG (Tallroth y col, 1990) y de alterar la función cognoscitiva 

(McCrimmon y Frier, 1994).

Estudios clásicos apoyan la idea de que el daño cerebral está 

determinado por la presencia del periodo isoeléctrico y que la duración de 

éste tiene una relación directa con la extensión del daño (Auer  y col, 

1984a). Estudios pioneros establecieron la presencia de muerte neuronal 

retardada (7 días después) en animales hipoglucémicos sometidos a un 

período de coma superior a los 20-30 min. En estos trabajos el daño 

neuronal se evaluó a través de la tinción de Nissl con la cual se identificó la 

pérdida masiva de neuronas en distintas regiones del cerebro, 

principalmente en el hipocampo (Auer y col, 1984b).  



2.2 Mecanismos de muerte neuronal asociada a la hipoglucemia 

Los mecanismos propuestos para explicar el daño neuronal 

subsecuente a un episodio de hipoglucemia severa han sido incluidos en un 

artículo de revisión publicado en el 2005. En el artículo se revisa el papel de 

algunos factores como la activación de los receptores a glutamato, el 

incremento de la concentración intracelular de calcio, el estado energético 

celular, la falla mitocondrial, la activación de algunas proteasas y el estrés 

oxidativo. Por otra parte, se incluye además un capítulo que está en prensa,

el cual se centra en la revisión del estado de las defensas antioxidantes 

durante un evento isquémico e hipoglucémico. Tras ésta revisión se detallan 

los avances más recientes en cuanto al papel del estrés oxidativo en la 

muerte neuronal hipoglucémica. 



Artículo 1 

“Mecanismos de muerte neuronal asociados a la hipoglucemia.”

Ma. Luisa Haces del Blanco, Lourdes Massieu-Trigo 

Arch. Neurocien. (Mex) 2005 

Vol. 10 No. 2: 83-91.
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of "'oc';,.., <U)X"" J/"><Ü' (ROS). " di_i"iJ/~>¡/ IlI"i<Wdidll J.>j ... ,,,,,. or a 
comN.wiOl/ of /x)¡Ir, mil>, p'''Ii"i¡w¡e ¡" 11", i,~/m:li()tJ of o:tÍ¡/Mi"" ./re .... 
"""¡IIIt IJ",.e p<lllwlogi~,,1 M .. (/it¡otU. n", ",,,¡&:i",,,1 hraill ,kf~"'~ 
CQ"'priSó!' ""Iubl~ aJlliQ,!tidm"... e,ay",mic .y>lem", ami i""'I-",Jated 
moI"""le • . to,., moIí'Cullll" ~'ejgi" "m;o,¡d"",. an moIecuk. Juch as 
glu/(¡/I'ialt' ((;S/Q, «...,.,.bk ocid (I,kl a-lOcopllt'roI, /Im/ ''''' ."pablc of 
rc''''li'lK diru lly ~'illl """,ti", J{J<'<les, MI;"K ti" K'''''''/(flS, ""'IZ)'",ilUC 
M/n"" .. ¡ud",k ,ul"'Nllide di>mUlaS<! (SOO). glu/alhio.w P<'roxi</;IJ~ (GpA) 
",td """I",,c. M·J¡kl, ';'''wify ' ''p"oxide ar 'IJ'liroK''''l'''roxi,r, Or, 11", O/l." 
¡,,,,,d iN)lt-rel"'ed maü"ule. <Qtll'o/ 11., ami/ohili/)' of free ¡T'O'I TI",..., 
u."li",U tu, ¡"'por/,ull ,,,,,ia<idm,1 """:/"",1..,,, s.jllU iral iom "(1" Cillillyu 
ti ... produclial o11J}..Jror,1 radical frWI I\,,,*og"" perruük ar 5upN"mide. 
11)'<1"0%)"1 ",die,,1 i. 0I1f! if "te mrus N!a<:,j,,,, 'fN!ci~ .. ~.¡,¡c}, initia'" '¡a",ag;ng 
procuse" s"';/, as Iipoporarid"#Ot,, 17", m,"'il",I"'iOt' </'1", OI'#arid"," 
mac¡';",.,.,' '~P"'W"'S (1 ~'i,ks!",~"d ~"I"',;"",,,,,,I (lp!",wd' nsed lO prcWIII 

ar;,t"i • .., ,k·.".Ot",1 d,,,,,,,f:' a5MX"""" M-j,l, di ...... ..., p'IIl101ogi("(¡1 rOt,dil;Otl>, 
1'Itr"",glWUII},;$ ,".·i"~· ... e ~-i11 '~'$l'U,'" ,_kmlll $",düs COtIC<m,i"g ~I",nges 
in ,1", all/i",,.,L,,,, "'f""'~s duri"g i..-/",mial '~l"'ifl(J¡Ot' ",Id },Jpog!yce",ia in 
""¡",,,I mo<fds. ", ~'.II 'IS dif!crCIII eXJ"'r¡""-'III,,1 prtXcd"",. (limed 10 cOt'¡er 
,teUroprole<:l¡Otl ,1,,,,,,,gI, ,i,e I1I",,/,,/,,'iOl' </'/N! ",,,¡<>x,.,L,,,, sy"~m!i. 

1111 roductioll 
nrain Cunotioning ;s high1)" dcpond .. u on 41' odc:<:uale hlood suppl)' oC 

",unems. m.i,~y al""""". smee its cncractic ",,,,,,'-cs .re ""''''''. lñc 
,nterruplion oC hlood Ilo", during ,seloem;a, (JI a ,roarked de<",ase in hlood 
gI""""" oo""",nt,,,!ioo throughout h)'pogl)'ccmia can lead 10 n,,,,,.,,,,.1 dama!!". 
C.",bral iseloemi. in humans might be too oonseqllcncc of 0000 l,..lIt"" . 
• ubarach,"; d oolllOlThagc> . nokc '" ""rdíac arrest. and i! oonstítutt> lhe!iCOOlld 
nJQl;! c<)Inmon caUi;<: of dcath ín too industri.1 countrics and """ oC tbe mojo.
c'''lSC$ or disabilíl)' H)'pogl}'CCTnia i, /"()m1lIlIy a lfl1nsil"')' i<!IItc duo; lo the 
c,a~n,i"e 'csulal"'1' mechanism, ""'ltrolíng hlood gl""""" """"""t"'li"" t.u1 
can be • chronical problcm in pIIlimts wíth han""",,1 altc"'líons PJ. 
",soIi"o",,,,, or I)'po I <babel;'" cxC<>CdinS lbe corn:c! ,,,,,ui,n Jo .. PI , 

lschc~ní" can be dassif1c-d in global or focal. In the fon"c, conditi"" 
lbe .. is a com~c!e loos of blooJ flo,," , ..,h lO ,n card,.c arreS!. "h,le the 
sec<ond;s ,da!"" lO) the local obstrucllon of hlood , uppl )" 10 lhe brain doc 10 
blockagc of an ancl)', ",hile COIl.'c",1 ,-~...,I, ",,,,.in im'el, Th" )coo. 10 100 
form. tion of an ,sehem,e core, "bere <:<:11, are conunmed to d,e. a"d os 
s",.,.out"kd by. " ponumbnt"" regton. \\hieh m'ght be re"""o<I by oppor1un< 
'ntet\'Cntioo ... ld \\hich i, lhe 1a'llc-1 of !herapoutie 1tcat",~nt" Anim.1 
models ha,-c boxn dc"loped to mímie i""hemi •• nd hypogl)'CCmia. in onkr 



, 
10 '!lid)" lhe ",."Mm,ms of neuronal dcath 1""",,¡ltoo "ilh lhese condilion •. 
llK: mosl COIl1Iron model s of glOOaI ¡sellom" consisl '" the """I .... i"" of brnh 
Ihe bilateral <ommon """,,id .nenes .,Id 11>0 ' -enebral ."cric, (fooH 'c...,1 
<.:,<1 .. ,,,,, modd ), or 1he indoxtion of caroia< .m:sI. "hi'e focal is<homi. i. 
80I\cr.II)' mdllCCd b)' .jl"" too 1I1I"""m ()f pem""IO'. """Iusi"" of tI-.: ",,(\dIe 
cerebral ,",,,)' (MCAQJ. 1l)'l'oghccml i, S<"omll)' indoccd 1»' 11", 
adminiwlIlion of insulin. which I<.d. 10 (he red .... 1;,'" of blood gI~ Whon 
glL>CO\iC <:<mocnlralioo fall , belo", 20 mS'dL ccssation of ""'in ele",ri. "Ni,,;,)' 
la~es place. " c<>ndilion h"",,, a< the ¡$OCI""!ri,, period_ Hm;n ""ti'-;I)' i~ 

n:slored by lite inlra\'.oous odllrinislral;"" of glocosc. Hypogl)'crmia.induocd 
brain dalllagc OOCUJ$ "hon Ihis pcriod i, prQIongcd ror oll""SI 10 min [31-

BI"''' 1S particularl)' ,'ulncrable lo oxidali,-e 'tress. due lo iu high rnle of 
"-')'gen consumpli"". iu cI","otoo oonlenl of rdyunsaluralcJ rall)' "oid .. lhe 
prescnce of an ele,'.IOO """ecmralion of i,on. aOO l1s limilOO omioxidam 
""f"'Ctly 141· 

Oxidali'-e slress dc\'Clops "hen lhe,e is an i",bolance bel""",,n lhe 
p,oJuclwn of reoeli"e oxygcn """e,es (ROS) ond lhe amiox,d.m ce ll 
dcfcn .... ROS inelude ",'drogen pero,ide (11,0,). ,upero,ido .nion (0,':). 
",Jlox)'1 rad ical (OH). ')"'1!1<1 oX)'8cn ('o,). .00 p<:TO~'Ynilril" (ONOO )_ 
Sorne ROS are f,o:<: ,,,,,,,al! eontaining all unpai,cd clo:<:lron in 1I>ci, l.sI 
orbil.1 ronfering lhe .. mol""ul .. a hiSh ,e.el";I)". Thes< ,od,,,,,l. lelld lo 
"'.bili"" Ihcm,oJill3mi"all)" .b,lracl;ns cI""lron. or h)-drogcn alom. from 
""jac",,1 nlolo:<:ulc • . 

I'hysiol'l!l.icall)' _-.:: ROS .• uch as 0;- aOO H,o, .• re proJuc:cd duri!lg 
,"'lod,oOOriol metaboli,m and are ""."cngcd 1»' supero"Jc di,mulase (SODi. 
glulalhi<>nc pcroxida", (Gpx) 000 calall1Sc:. "hieh eon'lilul<: lhe Cl"_y,,,.lie 
anl¡oxidanl ",,11 dcfenS< ISI_ Wocn lhes< nlolee,"e. are D(>I a.dc<uald)" 
""."cngcJ. OIhe, ,caeti,-e spcc,c'S are p,oJuc:cd .ueh as 0000 and '011. 
Unloke 0;- 000 11,0,. loc .. rompound. are c'J'lblc of ,cacli"g di'''''lly "ilh 
li¡>id •. proIein •• 00 DNA. Jama¡p"g tl-.e-se moc,ornolcculc .. ONOO results 
fmm lhe ,eaclion ofo,'- ",Ih "ime ""i<le "hile '011 .. produc:cd fromll,o, 
.nd O; in lhe prcsc,lCC of tran .. ti"" mctal .. mainly Fe" (Figllfc 1). lñc 
'plen,. i",-o),-OO i" lhe propct ha,><Iling of Ih;o melal are cs.so:llti.l f",. lhe 
pre'-emlOll of ""d"",)-I radical prodUC1101~ aOO lhe dewlopmcm of oxid.li,'c 
Jam.se lb"" l1,e)' or" COf1';dcrcJ l. par! "f tl-.; edl ."Iioxidanl m""hi",,'Y 

Otho:r polh".}'! f", ROS l'fodUClion;n lhe CNS. ",hieh m;ghl eOlllih"l" 
lo ",i¿ali,,, ,I,CSS during i",herni ... ><I hyrogl)"ttmi. indude:: 

. Araquido"ie oeid nlttaboli,,,,: I'hospholipo", A, oel; ,'ol;on 1»' inlraccllular 
""lc!Um ",Ico"", lhe un .. aluralcJ f.lt)" &cid, .'.quido,"c ocid. "hieh i, lhe" 



• 
mctaboli,eJ by cyclooxygeno ... 110.1 I1poox)"gcna,., Icading 10 the formal;"" 
ofo,'- 161. 
- I"uriIlC mctabollSm: exee";". A TI' degrad.t1"" leld, 10 1"" ,""cumulo ti"" of 
purio< met.bol;l ... ""h lO x.nth;nc "Id h}'llOX.nthino, ))"ring i!i<hcmic 
cood ltions. x.mlli"" dchydrogc"" .. jo .""'-"'100 by. C." .. ,kpcndc1111""""'" 
10 x.nlhi"" ",idase [7J During rc(lCffusion. ,.nlhi"" ",ida$< c.tal)"!ICS O; 
["""aliOlI by ;1. m,,:lion w¡lh the p,,,i,,,, substra tos. ~nlhi"" .nd 
hJ'pQ;<.Onlhinc (SI 
.. NADP!1 oxida"", i. a 0 ,'- grncrnting ctII.}'1l1C thBt ha. long bccn recognizcd 
., crucial rOl (he b8elcricidal funcli"" of I'ICUlrophil. [91 Recently. ;1 ha. 
bcrn dC$Cribcd in "rain [1<1". 11: 12). "her.;1 ",as porticipalc in ph)' si<:>logical 
,odo, sig'laling 1131. UnJe, ¡""11,,,",," "",ldiMns 0;- fonllcd through lhe 
palh",.j" d....,ribcd abo" •. can ¡"",case inlr." ose""' pcrmcabih)' le.ding 10 
O" innamalory .esp""'''. NA])PII "sid.,., in nemroph;l. '" ,"curot,s con kili 
neighbori"í! cclls, Icadi"S lo """ce,rote<! ,sehemie d.m.~e 11 4: 15: 161. A 
cruc .. 1 role or Ihis enz)"",,, ,n the dcwlopmcllt of h)'pogl)'""mic damase has 
""",,,ti)' been descnbed 117). 

In .dditi"" t" c:nz);malic dcrenses tbe", are 1"", molecular "cigh1 ""rense 
s)'stcms "S.i"" ROS, koo"" os a",io~idan" Th<sc on: pn:smt ";thin the 
"dI. .,Id "" cnlcrin¡; into redo:< ",.ocli"". the)' prt),'ide an eh:.:l"'" to 
neulmlize f,ce ,adical, co,,,,ert"'s lhe'm i" non.n".cli,'e speci"s (Figure 1). 
Man)' """,,,icals could ",,,'e Illos purposc becausc lhe hiSh ,eacti'il)' or free 
.. dic.ls resullS ,n e~tracti"g." elcetron fro", ahnosl an)' .".,laNe ",olceul • . 
llo,,"e,'er. on effieienl biological .ntio., idanl j, supposed to do m"re than 
si "'pl)' roael "jlh f",c radi<al>: (1) it "',," be rr<''''''' in.n adcquatc .mo.u" 
in 11><: edl . (b) il ",".1 ",ael ,,;Ih a \'oriel)' of free ,adical •.• nd (e) il ",usl be 
suilablc for regencrali"" 118]. Som. ,oolceuks that fulftll the .. criterio 
i"<:Ioo,, lhe dicta'), rr.:,,·nodical sca,'cng<:rJ. such a. """"me .eid ond (l. 

looophefol .• IId the .IIdogeno ... lripeptidc glUlathi""" (GSll). 
1-be. w., ,,;11 deseribe: lhe stalc of koo" ledsc oonocming Ihe changcs in 

11><: .. "io,id.nl edl <kf"nsc .. _ioled ,.-ilh ¡""he",i •• nd h)'pogl}""mia. 
f""using in ¡n "¡",, """"'1$. Difl"c",nt ""Uegics .intcJ to p",,'CfI1 ",id.'i,.., 
dam'se th"'ugh lhe m(ld"lati"" or 11><: .nlio~id.nl "'Km",,')' . "jll .Iso be 
,,",'ised. 

Non-cnlymlllic IInlioxid~nl !lerenses 
G lu' .' hion. (GSII) 

GSH f",""tio ... as an anlio:<id.nl by di=tly ",,",'<nging !lOS ", by 
,cnlO,'i"g lo~,c ¡><roxide, \'i. """'tio,,, ClltI1l)'9Cd by Gpx. JI also pro,'ides the 
,educ'''g P""'" fo< the maintcn."ee "f ."",rMte .,Id c,",ocopherol !e,'eI, 
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Fi2U " L Inlerrullli"" b<l~'''''' !(OS p<oduction.,.¡ \he IUltiQ>Údal1t dof""". o¡. .... m • 
... ¡!hin 1110 <ell. Wb"",'<r ROS prodocIioo "'~ tilo art:ioxi.iont maclU""Y •• " ... 
kno"'n .. «<idooi ... _. oJe..'<I""". JI ;. OUSS"""¡ !ha, JIUUI8 iJdI ... ';a and 
~yPOSIy.,.,..i •• ~, ..... .,...VlÚl. and lhld .""" "f 011. «llul..- d<f ..... 
• y ............ d«ply .tf«to:d Thr"< 'YP<'* "r ..,tio.cidant drt< ........ h","o: ~ .. 
with OH ontioxid¡¡r¡\ activüy (obo,," in 'quareo). k»r rnol.",Il..- weighl ... tio.i<bJ, .. 
(indi""od in ""el",) ooKI o:.~"""" '"lIullIlÍ~ Fe" C<>IIC<1ItrolÍQn, F .... (triongl .. ) 
",Wiz .. Ibe 8<fl<R1ioo orOIl and ONOO', wlU<k dire<:tly .~ocl cell'" e<mponentJ 
leodi"8 10 oxidati.,. domage. 

[19[. Tho .yrm .. i. of GSH COllI.isu of lwo 'XI''''CUti,'. "epi! c""'ly.ed by 
y_gltblllylc)"lei" • • yn.I><taoc h-OC'S) a"d aSH .)'lIh.\ .... (OS). lrulially. 
y-GCS fcon" • peplide 00nd beIW'O" cy>leme and !he y-carbo:<yl ¡;r~ oí 
glutam",-e. inot".d of!he «-eartnxyl group UIIlL'IlIy involv.od in p<ptide bond!.. 
Thi$ ,,,,,,,,,.1 P"flCide b<nd prQ(""', ,r" dipeplide f1\ll'll hydrolysi. by 
peptidasel. IN !HE ne.~II1ep. OS add:s glycine lO fonn!he lripepcide GSH [20). 
The fi",! otep in tho .yrtthcs;' i. non-allosterically inhibited by GSH. Al k .. t 
IWQ addili" .. 1 faclaro regulat<o \he de ~"''O oynlhesio of OSH, the intracell,~ar 
level oí y-GCS a"d the availabilily of iti rubotrale •. 

Und.r oxidolj'."e otrm. OSI! ' $ o.,idiud to iIs disulr~1oe OSSO. OSSO io 
red>oed bock lo OSH by glutathi<ne rWo'<1'oe (ORj. ,,"hid> ,,1Íli,.,. red>ci'"@ 
«¡uivol.' ... oC N ADPH (Figur~ 1). The re<:y<:lif"@ of GSH i. Iinl::ed \0 \he 
gl..::oee ¡J<:rltollC poI"""">' Q ~>e .0\0'00 of NADPlt. Ncrmally. O .. tn.in 



• 
m.",tam, I lligh ratio of GSIl GSSG as Inti""idan, Jcfcnse. Tbis!S acllic, .. d 
1»' bo1h lhe reclchng of GSSG I"d <k ,oom .ynthcsi. of GSII. 

Ik<ausc of jls eme,.¡ ,<>c as. free rad,cal ",.'-enge, .ud • ,,,'rale f(Jl" 
Gpx. an '"",,,,,,illg numbcr 01' 'looi", ha,-~ ("""",d 00 ,be c .... nges in lhe 
GSH.GSSG ra1io duri"8 ischcmic 00Ildill00\'. In Ihi. ",gard. ;, ha, to:n 
show" 1ha1 OSH I.,eh are si¡¡ni fic.nlly rcJ"""d soon atler ,he coo of tbe 
ischconic I"',iod alld 1he ",,,,el of rq><:,fu.ion in foc.1 ¡",hconi. ,nodd, 121; 
22: 23, 241 .• ,Id lhal IhCJi remain lo'" fo. !Ioe fol lo"ing 21 day. 1221-
Shi,·.~ wnar <1 al. (2$( obs<;n'cd lha, GSH j, ¡>rt!i<nl a,'>OCiatcd "ilh prole;n, 
rat hcr lhan soluble. Icading lo the I<>ss of prolein lhiol,_ Thi. change i. 
acr"'''l''nicd " ' Ih • rcJoctioo in [he acli';I)" of $<)IT\c c~'mc$ in bT3in He 
GR. "hich <lecre" .... significand)' .fier 1 h of "'perfllSi"" 1251. In global 
cerebral ¡schcmi •. <ilhcr "ilh <>r "ithoul ",porfu,ion_;t has be"" olso fow,d 
IMI OSII Ic--els are siS lUfic.",ly dc<:rea«:<l [26: 27: 28: 29: JOI, I1 os loo"" 
lhal osrr synlhesi . is dcpenodC'J1I on ATP Ic,-el ... "hich .. in short suppl~' 

during lsello"" • . 1, h.s lhe,efo,,, becn suggestcd lhal lhe <lec",ose m osrr 
obsc,,,,,..r .nc, ,,,,,Ilo,,,,o is dllC lo an ,mb.lance bel,,"ecn ilS synlhesos lOO ;1. 
degrada" .. ,. 

Otilo, 'W","che. ha,'e bcrn con(h>clcd 1Q 'urtllo , ,hrrJ)' lhe role ofOS H 
during i ... hernia. U'''''I'«'IOOI)". OSH ""plelion during i""llomi. i",,'cased 
surnnl ra,c, .nd ,cdue<:d 1;,.."" domoge [3 1; 32[. "hile .dm;n;"ra';"" or 
OSH .""IOS"'" prcn,,'OO nou",,,,,1 damaSe in boIh. gl".,.1 anrl f<:>cal ",, 'ebral 
;""hemi. ",odds [33; .>J[, Thi. dis.;repallC)" migh! be c.\plaincd becausc 
hc$iocs ;IS wdl_l,,,,,,n a"l;o~id.,,1 c!Tee!. OSH mighl pI.~, • 'ok in lhe 
SI"'.,""I. cascade 1311, 

n..: Slud)" of lhe changcs in üSH le\'eI. durin8 
,c<ei,'cd less .!lenlio,,_ On< Slud)" oc,oo",lra ... ,. lhal bnrin 
changOO ,n insuli'Hrc.tcd ra" befOl". ,he oosel of!he; , 

A5Co, '1>i< ockl 

, , " .. 

l~."l' .00 """" a"imalo c3" oymllo<i,e ..... "'rule from 8Inen.." 1>111 
hum.n •. Olllo, prim.les. gui""a pig, aOO f,uil·rul' I.ck lhe c"'<}'II>C 'cquircd 
fOl" Ihe la .. stop oflhe palh\\o)' lhcsc spccics nocd lo ha,-c an ascom.te_,ich 
diel in ordcr 1Q be hcalth)'_ The dcr,eicoc)' of 11Ii , ,'ilo,nin e.uses scUfb)" .• 
",:II_l oo\\1l disca!i< ""rnmo" 1008 aso in $IIilQr$. charaelcrilCd ~. blccding 



, 
gum •. I\""",bic acid j, "eeded .s. rof'oto. rO •• 1 I ... SI "ght ... \Z~'mes. such 
os prol ,tIO hydroxyl.sc .00 I)".illo h)'d,oxylasc "hi<h ore i",-ol,-ed in eoI lagen 
s)"nthesis ... Id <Iopa""'"'-Jl.h)"dro~)'lase \\h,eh COI".."' """'mine ¡nt" 
""rad,e"");II". Aoco,,",, acid i. fo,"1d in large: .,no,"M in Ihe central tIcr\'''''' 

.y.lem. N.uro", .,Id 81ja hOl' •• n II<ti,-c uanspon lh.l .""""111mc. osrorbic 
""id inlrac<:lluTarly. IIsrorbic ""id ca" be eo, .. idcrcl as In elfoe;""t 
.n!io.\!dant alld conseqllCl1l1)' O" cnidcl11 fm: n •• he.1 "",,'cnger. bul In 1110 
~c of 1 .. "';li"" rncIBls ;1 can g<ocralc f,ee radica ls. ha,ing • pr<>-
0.,id'"1 clTe'Cl [19J-

$e"cral Itudies haw rcwaled dttre.""" I.\"el. of II$CQr¡';c ""id in brnin 
.!lcr tronsicn! r<>col ;$<hemi. ibllo\\cd b¡' <lilft",n! pcri{)ds of "'perfu,i,," 
(fmm 1·14 h) 121: 22: 36]. IIccOO'ding 10 L)'"" el al. [211 nol 011 cerebral 
resi"''' sho\\ed lhe SO me dcgn:e of red",,!;on. TIte de.",."" "as mOfe 
proooonced In coMe. •• "d slriatun, rallle, lha" !he hippocompu. and 
ce,obcllum, On lhe "''''', hond, ",."IIS obI.incd lISOng • gloool i",""mi. 
",ooel "Üllool repe,fusiolL soo"-,,d sC'ndc, d,f1ercnces in the re<I,.,ti01' of 
Oseo<OOI. Icwl., In m.1e br.in,. moderal. ,edocti"" "'IS pr=m ",1Iy in lhe 
hil'P"""mpus ."d ccrebcllum, "hile tIO d,f1crenees "ore obsc,,'oo in '''y 
",,'ebral ' egion of [",n.k ral, (27]. In .<ldilio", tIO significanl mI ,,,,,i,,,,, in 
Oseo<OOI. lewl. "ere ["""d 01 ,,,)' repcr[",i"" time .no, global ""rel>ral 
i",""mi. (261- A",,,,bale Inels h.,-. """ ocm nalu.alOO Jllfing o' alle, 
h)'pogl)'ccmia, 

Si1lCc O$COI"bie ""id i$ 1101 SJ'nlhcsizOO in lhe brain ltuI i$ '''''ISp<>r1OO inlO 
ti", brain b)' an acli,,, eI1Cf8)'-dcpende'~ mechani.m. lru. prQccs, mighl oc 
afTc'CIOO ~' i",honria_ ne e"",,riltulior, of Ihi. ",."hani.m lo dci:reoscd 
o"""bale IC\'eI$ Iw:>cialcd " ilh focal i",homio rem.i". lO be IcstcJ_ Somc 
S'''''P' ha, .. SuggeslOO • ''''llfoprOlecti, .. eni.'C1 of '''''''001" .~.iltSl 
iscl>cnticJrepcñusion da"'"se (37: ].81. ha,,,,,·<:,. ilS lho,apelJ1ic uS<: "oold be 
li""IOO by ilS "dl·kllO" n pro.oxidam .eli"". 

o,",,,,"ophtrol 
c,",""ophCfol i. lhe mosl ""Ii,,, fon" of ,itamin E .00 t"" m.jOf inh,bito, 

of Ihe f,ce· radie.1 ehain ..... etion of li¡>id peroxidollon (39). ni, relies '" lile 
ra¡>id conSl.n1 rale of l1s ,caeli,", "nh lip<d pe,,,,,,lo; caeh "lOleculo of (1-
IOCOp""rol i. ""pable of Ic,minalmg 1\\"0 pero.\td.\tOn ehai".. (1'lOCOp""f)'1 
radie.I, are ""'¡,.,oo bod lo (1.I""opllerol moinl )' by ."""boto, I1 ca" also 
re",,1 di,,,,,,ly "ilh 'o, ."d miglll prol"'" membr." .. agam" Ih,. ,,,,,,,ics. 
Sborl·lerm depl<li"" oflhi. ,'iIBmin <loo. 1101 e.use on)' .poci llo di"",se_ 

Sl""i •• on i""hm,io poli..,.I., 'cp<>r1OO lhal pi .. "", Ind. o[ nlOSl 
onliosiJanlS. includins ,-itamin F_ art: ,edoccd imn>etli3ld)' .Ile.,- On .cule 



• 
,,,,,""míe stnA. 140: 41 J. J lo""e'· .... il is ''''' d •• , \\ he1h ... a_tooophtroll."cls 
are moJifocd ano< ischcmio/repcrfusion. US'"8 ."im.1 models.,.,me aUIOOrs 
obKrwd • m.,,,~cd rcduction '" (l' locopbcrol [7; J1". 431. ,,"'le 'OOlhcr groop 
did 1101 fllld '")" "gni floanl red""""" cahc, in roc.1 ()f glob.1 ¡."'",,,,i. 
model. 144J. Thc role of lhe dicta')" co,,"umpt;oo of '-¡lami" E 011 the 
o"lcome ancr r"",,1 ,se",,,,,,. has occn .'-alu.lcd. Rosul" ind,cate lhal ra" 
subj«:tcd lo regular ,'ü.m;" E diel sbowcd a r<;doccd infa",';on o¡'", 'S 

compam.lto ra'" ,'cato:d \\ilh. ,'itamin E dero.;.", dict [451. 
TI>;; prolccÚ. cITccl <lf ".k><:<>phcrol 're.'menl ""rOA: global o' r""al 

¡""he",;. i. wdl-d"",uncnlcd 130; 46; 471. 001 thc l<:"'"",,ulhic "indo ... is ' -ef)' 
narrQw_ In ordcr !O ;,npro"c il. """ $Iudy use<! a , 'ila,";" E .'13.1oguc 
obse''',ng lbal ral s Ir.Oled aOer focal cerebral ¡se""mio .,ill ""'\\-00 rcduced 
neuronal damage 1481_ 1he ncuroprole<:ti,·c rol. of '·i .... min E mig"l be 
a'>'lOCialcd "ilh il~ capacil)" lO p""',,nl loc ,cduClion in OSH b 'ds .nd 
lipopc1O .• idallOn i"dllCcd by ,,,,he,,ti. 130:. 491 Ot"'" S10ups ha,"c I<:Slal 
"itao"", E """rep1Ol<."<ti'·<: elr""" in eo,nbin"1On "ith 01"'" am,oxid.,llO. 
suc" as lipoic acid. T",.tmell1 "ü" these 1\\0 eomJlOunds rcsulted in 
"npro"al ncurolog¡cal f",,,,tiOll.. lowcr gl1.1 rcacti,'it)". ,,,d, .. al ""ebral 
damasco ond dnnini,""d 1C\'c1, or ",rum oxidati,'c 1110"'= a!le, i",""mio 
IS!}. 511. Iksides ,ts a",ioxida", dICt,. i, ha, bccn "",e",ly suggcstal ,ha, a · 
'ocopherol -,,,,,dta,ed neuroprolccllw eflc<:t in focal ce",bral i",he ,nio 11Iis"t 
be ",I.ted lo it. cara"'l)" lo indo« targtl gene. or h),l"'xia·ind""iNc r""to<' \ 
(lm:·ll l52J, 

T"" 'ole of ,·i .... min E <lO in "",. h},l"'l!l)"cemic conditi"". haS nol becn 
;n,"cstigotcd: ho",,,·.r. """'nt studies f",m OUf group h.\'<, sho"" p1Otc<:ti"" 
by ,'13min E ag.insl neuro"al <kalh indoccd by hYJlOgl}'ccmic-mi,niclin8 
cond iti",w i n cul'ural ne urorlS 153; 541 1bcsc result. orc in .ccord.neo ,,;lh 
rcc.:n' "udi., "'I!8<SI;ns thal oxidat;". SlreSll 'ales placc durinS 
hJ'JlOglJ'cemi. e,'en bcforc loc i$OCleclrie period I SS]. 

En"l;~ ' m~tic ~ ntio ~ idant defenses 
SUpl'ro,KIe di,mu.",. (5O D) 

SOl) eotal}'"LCS tlle di'mu .... ti"" rcaetion of.oxi" O,'· to n..,lCOW81 oxysen 
a,ld HA HA ha, lhe poI"ntial lo senen". ·OH. SO tll< ""tivil)" of SOl) 
mllSt be coord",.'ed "it" en"", tbal of c81.I.se '" Gr_' ,n orde, to completel)" 
d,1"'" fl' O; (Figure 1 l . 

Tluce uní'lllC .00 rughl)' compo",nental1loo ,".mmalt.n seo ha. bee1, 
biochcmically.OO "'okcularly <haraclcri,-Cd. SO!)·I . O< cw. .... SOI). "-as the 
li"t ew.yJll<' dcso:ribed. il i. a 110"'00;"'''' that use. coprc' .00 zine os 
cof""l,,", .00 i~ .bund . 1",oSI cxdusi,'cly in ,be C}'OpIasm_ SOI)·2 (>r MI>' 



• 
SOl) cootain, • Icade, PCP'Hlc. \\hich target, I~S ,na"galle.e.comai"i"g 
ell,}m. exdlls,,-cly 10 lhe milocoolldri.1 mallix "he", ;1 i. p1CSCnl os • 
trctanlCl'. SOD-J ()f EC.son. j. IDo "'051 ",<ontl)' charactcrized SO!) occllmng 
ao • coppcr .no:,! zin,,-con,.;,,;"!! lclllllTlOf. containiní! a sisnaJ pep1;"" lha, 
di'''''I' Ihi, en"}",,, e"du.,,'c1)' 10 lhe c:maccl lular Opa«' ¡fOf re",e,," se<: 56]. 

Total SOl) &eti,'i1)' ha. bIT" c,'.lualcd in both globol .nd r"",,1 """,boIl 
¡sch •• mi,. SO]) II<I;'-;!>' alk, global cere!> ... ' i!i<bcmi. i. no! .Ikml 1571. In 
'grccIOCI~. ,ludies 01\ lhe local cerebral iscocrni . nlQdd <lid 00' find Rn)' 
'"8niiicanl redoc1ion 157; 581 bcfon; 24 h ]57J bu! .1 7 day1 ¡>QS';SChcmi. 
signilican, d""",.",. ,,~'" obscn'ed [591- A ,,""'" clclaikd Sludy. c,'.IWlled 
SOl) 8<1;"')' in [be ¡sehemie COTe'M loc penumb"" >.onc. lntcrcstingly loc)' 
found ¡,\Crease.! SOl) ac{i"il~' from 6 10 24 h ¡>OSlischc:mi. in (he: pcnumb ... 
• nd no dilT"""IC. in Ihe core:, suggcsti ng 1hal antioxidant ""ti, 'i~' i. 
ditfcrenlially .rrc<tcd by tbe onlenSll)' of i""hemi. challcnge 1601, By 
immunohiSlochcmistl)'. Liu et al . 1611 fouoo O" C"rI)' loss of SOI).I and 
SOD-2 lmmU')()fClCh\1t)' in lbe i""be,ni. eo<c .fler reperfus",n. "hile in tbe 
penumbra .• decli"" in SOD-2 ___ os OO""f\'e<! "fI« 24 h, ¡II coIIUaSl. u,illg tbe 
sa me n"'lllOdology, Ohtsukl el al. roond carly incroases i" boIh e,IZ)'mcs, 
"hieh rem.ine<! dn.le<! du,ing I~ follm,;"s 2 day~ in lbe hippOc!lmpus 
[(2), 11>< di!i<fcpancy oo\\oxn Ihe ob$c',-ali"". or thes< otudie. mighl he 
cxpl.incd by difl"re"c,," ' " lbe ."imal, u!i<d (,a" ' .. guillca pig.) alld i" too 
Jurati"" oflhe i$Cocmi. ¡",ull 

11>< poIenti.l IheraPCUlie uS<' of SOl) .s a" <lf,ei""t "nlioxid.nt i. 
li,nited by ilO rapid re'''''' '. 1 f'()1n blood. in odditi"" lo ¡lO pOO' permo.bilit}' 
across lhe blood brain barri ••. In ""corda"" •. ,nt""t SOl) admi ,\ÍSlrah"" has 
failed !O protoct ''''uro", against isel ...... ni" damage 163: (,.tI 1" ordcr !O 

surpass lbese limitati""., se'TIal nlCtllOdologieol , Ira'esie$ ha,'" heen 
proposed_ Lipollom ... cnlrapped SOl) has he"n .rr~cti,.., ,n reduci,,!! i""be,nic 
damage [65: 66), PoIycthylellc glycol"'''''jugated SOD has pro'-cn to be 
c!fc<lw. 081""'1 li .. uc damage iOOuced by focal cerebral 
i""he,,,,. 'reperfusion illjul)', cithc •• Iono 1671 or ,,",'" .dmi"istcred m 
""mbina""" "uh cotalo"" [68): alll>oush 0100 .. how obIoinod nog.""" 
result, 1691 , L«thin-bol'fld son impro"," loo out"""", "00 atl""..,I", r"",,1 
oxrebral ,,,,,h,,,,,,e mjur)' (70). 000 poIy.millc·,oodifted son ___ a, 
ncuropro'ox'i,,, in O gJobol i!i<hemi. modcl nen "OC" adminiSlered afie, the 
isel>cmi. I"'ri<>d (11). Othcr gro"!", h.l'O s,"",,,ssf"lI)' ¡m;wnlcd i""herni. 
dan\3.gc tlSing $}nlhelic onolog"'" ofSOI) [72: 73: 741 _ 

Tnm, scnie onim.l. ha,-c occn a =f"1 1001 lo d.rify 11>< role ofSO)) 
during ischc~"ia . For thi . purposc animal. c_,pressing hu"'"" SOI).1 ha"e 
tM...,n dewlopcd 1n t,.",ient roca! i""hernia m<>del $ reduccd i"farel arca$ are 
oo"",,'e<! In SOl) tra,,,,sco,ic ","n\3.l. a, "",npare<! lo controls [75: 76: 77). 



Thi. elleel i. a""o",!,","ed "'1h lhe presI,,'-alion of GSH le\"Ol. in lhe 
slriolum 1751 aOO reduecd edemo ]76; 781. Ülher palh" .. )" •• re orr«:ted 1»' 
SOD-I o'·orexp<e.sion dunng uan.ionl fooal ,sehcmio. including redllCed 
ERK ""Iivily (791. dclo)"cd acti,-.Iion or tlK lranscriplion (.Clor. aeli,-.I .,,
prolei ... 1 (AI'-I) ISO); ,cti'''lio" of lhe Akl eeH ",,,wal palh" .. )· 181). oud 
,cdU«d ",le""" of cy1ochromc e 1"0'" m;loohond,i. 1821_ In odJil;on. ",udies 
on SOI).l ~oo<k"ul (KO) ."imal> show«.! i""",ased "''''lol;I)" •• nd enha"""d 
da,nag. .n., focal "",eI ..... 1 ischcmialrepcrfusion 1831_ (h·emH. 
o,nc.~pre"ion of SOl). 1 kod~ k¡ red""cd op<¡plOl;c cel! dClllh a.-..l incre.ses 
slll"\';,.ol signalo_ To ~en logclher. lhese: rcsults 'ugg<S1 thot oxidali,·. sI"," 
pl')'$ • ,ole in .dl dcalh $ignali~ in ;schc,niofrepcrfusion modcl • . 1" 
C"'lIB'l. 00 pr<>le<:bOO ,,-as <lbse,,'ed ,n. penno"""1 focal ,sehcn"a mooel in 
SOI).1 ""C1""p<cssing a,rimal. 19.¡1: a"d SOI).l KO mice .lid ,,,,t ,00'" 
.,lba"eOO \'ulncrab,lily to i",hemie '\eurOl,.1 damase [8SI. Thcse ",,,,11. 
'U8J;eS11hal SOD-I play. a role ",.,,,1)' dunng the reperfusion pcrioo "hen 
,nosl of ROS are p<oollCOO, In """"rda'lCe. in • 81obol i""he",.e mood 
follo"OO by rcperfUSlon. o''Crexpl'cssion of SOD-I reduced 1"'00 domase 
oud prc\"Omed IIK .,!"cssIQn of ap<¡pl<>lic 1Il"ke .. I86; 87 ). 

Rcgaro;ng SOI).2. "'ud;es ha,'. he-cn pc,iOlmcd using mulanl m;"" "ilh. 
helerm}'g<>US KO sene (Sod2 -/+). o:ncodinS milooho.-..lrial ,nangane .. 
supcroxi<lc d;smuta ... hlCrcucd m' locl>ondrial O, · p<oollClion .• ugl1lculed 
;nt,m;1 si"" a.-..l illC'ClIscd e)1ochrome c relCllse "ere obscrvcd in 'bese .nimal, 
afk, pcrma'lCm ""rellflll i""hom;. P18; 891, Sim;l., resull' ,,= obtaincd usi~ 
a focal ischemia!repcffusjon IIt<><Icl (90; 91). aOC(Hllpanicd "il~ inoreascJ 
caspasc-9 ""1I\"ation 190]. In acoordan<:<:. o,·"",xp<~ss"., of SOJ)·2 
significanll)" reduccJ the illfa"" ,'o1ull"le. lipOp<:n>_<idalion le\'d. and th< 
"Wllbe, of nitroNrosinc pOSiti,,, ""lis in an i$Che,nia,repcrfusion modd ¡9:.ll
Token togclher. lhose rcsult. Sll8J!"SI lhat normal ""1"'il)' of SOI)'2 .. reqwred 
10 pre'-CII! c:<ccssi,,, maochondri.1 O;· prodUC1lOn. nhieh i, d",,,~)" i",llI,-ed 
,n th< lris!!""ng of loo apoplOlie dC'lh ClIseadc ."d dc\"CI"I"'\enl of lhe 
.sebemie damaSe. 

Tbe role of SOD-3 in ,,,,,bemie damase h •• recci,,,d le .. a1tC101lOn. bU! 
1110 ,,'-cre.\¡m: .. iOl' or litis cnz)'mc in mi« COI'Tclalcd "ilh O" enhanocd 
100cranoc 10 f""ol 19310,,<1 global ccrebt-ol isebemia 19J1. On 100 ""mra,)". 
SOI).3 KO m;ce sho"cd a "<KS< outeom" j951_ rhese resul1J $U8J!cSl. role 
or e,tf1ledl olor ROS in i$Chemie dan-.agc. 

Glu I.thi" n. I"'ro~ ida ... (Gp. ) 
Gpx pal"1;cipol1c"s in lhe redllCl;o" of HA 0".1 a large ,'ariel)" of 

hydropcro.<i<lc. (S L>C~ as !)NA pc,o,idcs a,Kllipid pc,o.<idcs) inlo W.tCf ond 
ol""ools. reSJlC"I""ly (F,Sure 1). Ther •• r •• tl ... l ti"" Gpx ioocn7.ynle:l ln 
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",,,mm8Is. Ahoough lhe" ex!"" .. ion j , ubiquilOUS. lhe I.'-el. of caeh ;sofonn 
' -al}' depcnding ""lile 1ISS11. I)'P<: 1961. In brain. c)'I<>so]ic 'I\d "';I""oo"d".1 
Op,-I 001111\001010 moSl of loo G1" II<lj'-il)'. In adduion. noUf,"" silo,," 
par1icularly low In." of lhe .nlio,id.m CnT.>"llC <aI,I."" 1961. ~I)"jng 
primar,I)' 01' Gp.\-I Ihe dctoxir.catlOn of 1 1:0, .1Id organic ""roxides. 01'" I 
is lh/xJghl k> pi')' • pr<>!e<;li,'c role againsl ""idal;,. Sir ... in "'''IfOl1.]96; 97]. 

0.-"",,1'=' ;"" of hw".n 01',·1 ronfe'" 00lcr pr01t<ti"" 10 Iransg<nic 
",ice 88' ;11$1 ischcrniairepcrfusiOIl dal1\Agc induocd by f"".1 ocrebral ischcmi. 
]98) .•• well ' S • rcd_d ¡"nam"'.l"'}' ""'p'''''''' .nd sJi.1 ael;," 'i.,.. [990 
1001- GC'I< thc",~' ha. prown lo be tlScful 10 evoluat. (he polCllli.1 
ncuropr<>lccli,,, ciTeN <:>f Gp.\·j in • f«.1 ¡""he,";, modcl 11 "'as fOUl1d Ih., 
i,,<,re.sed 01'_"1. e,-en \\hen lrus enz)'m. IU. uansfcc'oo post¡schcmicall y. 
redu<:<:d ,,,,uro,,,,1 dall"'Ec a. wdl as a""plo. i .. , clalcd n"'r~ ..... 11 0 11. In lhe 
sanlC moJel of ,,,,,IJCnua, e"",~ e-t al. ha"e ,11o"n Ihal Gpx.l KO ,mee hal" • 
larger infa,el I'''''''IC. ¡mpaire<! neur"ogoeaJ res""n ... and "","e",bole'" 
apoptosi, as oompa'cd "'Ih Ihe" "ild· I,-pe eounterpam [102[, With ,espc<:I 
10 lhe aclimy of Gpx "'",inE i""hemi., il ha. bccn . 11o"n IIlal il ",,,,,,in, 
uI",ltered ,"'til a siS'" fieanl ine,e.", i. reaeIJCd 72 h afle, ,epenusion [29[, 

Therc is <>nly <>nc report " ,sard ing Gpx ""úily in h),JlO81y«mic 
oondili"" •. Thi. ,Iudy silo""", ll1al. before lhe <>1'scI of """"'. Gpx "ctil'il)' i. 
re<!t.o:cd in brain l1o",o8enolo, [35[. SI""' CS ¡>e,formcd dUfinS and al1cr loo 
isocl«:lric p<:rioJ.", Slinlac~ing, 

CMI. IM'" 
e.talase i. pmi<nl in ¡>e,o:<i""""", of el-':I)' "",ooi. eell . l>ut il3 aelil-it), i. 

I'ery lo,," in bnin. C.tal."" prcl'ent. 11,0, dam.sins eff«:ts by ""1.1)·,ing il, 
brca ~do\\n in mokeul., OX),8en.nd \\ .. Ie'- IkcmUy . • Sloo), has , oo\\n lhal 
ol'e""p",,,,i,,,, of calal .. c . prio, lo 1110 i""hemic in, ult ca" protCC1 ""Ufons in 
• 1111 moJel of Inlll,icnl 1'''''81 cerebral i""he",i. [1031- In insulin.indlJC<:d 
h}'pogl)'ccmi. il h • • bccn foun<! lhal ""lBl""" a,úily ¡o i'-':'ClIli<d in 011 b",in 
regi"", Sludicd (cerebral hemisp/>c' •. "",.bdlum and brain Slcm ) [35). 

".00· .... 1.' ... o" t>o.idant do re" ... 
lron i$ found Ih,OIJ8bout lhe brai". l "'pOflAl~ iron_«",lBining ¡>rOtei", in 

brai" i",lude cytochrOlDes. fctrili". "",,"ilB""'. and 1)'r<>Si nc aud II)'pto¡>han 
h}'dm.'yla ... "hich cOlal)""" lhe firsl slel" in the .ynlhesi. of dopami!", snd 
Ii<ro1<>nin. re,;pedi",l}' [l0-t[ hO" crosscs lloe b100d·brain bonier Ihrt>t>gh o 
rec"Jl1or.mcdiatcd m.ehanis", ' f""'ific for transfcmn Il1le"",li7-"1,,,,, 01" iron
<:01'loinin8 trans f,ni" is f"lowcd by lhe reolcsc of ilOl1 "ilhi" cndosotncs snd 
transpon lo tlJC e)1OSOI 11. di.'.lenl 11\<1.1 lransponer I (DMTl), nhich " 
cxpresscd in TIC"""'". In IIIC cXlmc<:lIulsr sI"'". ifOl' CIIn be releosed fmm 
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tra,,,,fcmn d.., 10 lile IIltcractioo with ",he, mole<"! •• s..,h "" A TP and ci,rate 
IfOO" ",,-je,," """ lOS]. A slighl decfeas<: in pI[ also fa'"" lhe di' ,""""'''''''t of 
,"", rro", ,,,,,,,[e,rio 1106]. 13 ... ¡" "00 os oou¡>oo 10 fcml," in oIigodcndrocitcs 
aod mic"'@.ii. ho"c'-cr lhe conccnlratioo of fe";,;" in ""uron. i. "tr)' li",iled. 
InlereSlingl )". ".uroo. IMI do nol con",,, ""n boulldcd 10 femlln (" .. h • • 
• "klllnti. nigro. .. >d I"ra oompaclll) .re !'fOlle 10 damasco linking 11" 
"",,,mula,;,,,, nI' f= ¡ro" wilh cdhdar dam.gc, Nc,",oos conla;n fcnopor1in • • 
mcmbT3nc_bo"nd prole;n probably Inedia1;ng f.r",os ¡ron <_'pOrIlhrough ¡he 
<di ,"cmbra"" lbi. r",di"8 t<>gellJe, ",¡lh lhe lo'" neuronal concentra""" of 
fe""';I;" suggeSl. tMI,lCuroo. cxport rc<idual ¡,on r""n lhe ~1' 1O.., 1 rnlhcr IMn 
, torioS il [1 051_ 

lron is ""cessory ror """",,1 "",,,ral fUI",ti",~ bu! ,1 mUS! be Slringenll~' 

' c-gul.tcd 10 pre,-""t i""~ind",,cd oxidat;'". injW','_ Undcr darnaging 
. ;tua!lOO'. tlon (r e") ,clcosed from hemc_oonlaimng plOIC,"" i. eapable of 
calal)'Li ng f,ce radic.] re.etion<!. , uch as 'OH fon""li"" fmm HA. lipid 
pcroxidalion aOO aUlox,dauon of ""umlransmine ," (107). 

A pos .. blc damagi"g role of iroo dunns i""he",i. has beon SIIggeslcd . 
sillC<: Slro!.;C palients silo,.. high fe,mm Inel s in .. "un aOO CSF \\ithin 1'" 
first 24 h .nn "",,ule isdlOmic $1""' •. \\hieh correl.lc Wilh " pOO' oule",n. 
a"d • .., .s"""i.led " ilh eorl)' """,oIog;. delerior.ti"" [I 08~ 1(9). In 
cxpcn"lOta1 sl..,;ji "". me,casi,,!! ir"" .",,,,,,ntrOlion,, eilher by an ir",,·rich dicl 
[110; 111) '" by' ;nlraperilo"". ] injcelion 1112). bef"", lhe 01'51<1 of 
penn."""t ;",,"'mia enh.,lCCS brai" damagc. 11)" eontr .. l. no c.,acerbali"" 01' 
da,naS. \\~S fo",1d lo)' Millerol aOO """,,"o,l e,,, deSpite in.reased "",um i,OI' 
.nd ferrili" 101·,,1. [lIJ ). On lhe othcr ha nd_ upon ." iron-<loficienl d,e1 
dcpletion of iro" li ss"" ,,""' .. aucn'-"Icd bni" cdcrna foll",,¡ns fo<al 
«relo .. ] i""he,,,i. a,1d re pc rfusi on as enecli"el)' as an i'OI'·ehelal", l!Calonc,,1 
) 114) lron chelali,,!! aSenl'-- sllCh as <lof"ro,o",i, .... Id 2,2 ·.I)jpyridyl. 
pre\"Cnt posHsehemic neuronal injn!)' [liS, 116) c'-en if defcroxa,nm" os 
ad,,,,,,,,,,,,cd U h a!ler lhe insull 1117). Rc<cntl )' n has bc<:n sllo\\o lhal 
deforo""min" 1101 ",,1)' chel",,,, iron b,~ also ha • • stabilizmg "rrcct on I UF· 1 
"xprcssion 1117]. IUF· ¡ ""rease. lhe expreSSlOll of man)" genes ""u!,-cd ", 
edl su,,;,·o1. l",..,fore il i. unclea' ;r prolccl;on oo.c,,-cd " ilh deferoxam;nc 
" rclatcd lo ilS antioxidanl eapa<il)' or lo an I UF· I mcdialcd mecha"i .,", 

Ir"" deposi," a!le, ;""hernia ore f"""" ",.;,,1)' in broi" ,egiOIl$ "here 
dda)d darnage \\;11 ""eUf •• ""h .. hippocampal CA, are' 11 18; 119)",,,, 1'" 
eQrpU$ SIT;.lunl 1I 19) . • "en in lhe nc"".tal brai" 11 2(1 1_ 1,,,,, deposit~ nlighl 
,ellecl .hnonn.l "",;n i,on mc!abol; sm o' ;ron rel .. "" from dom'g<d cell s. 
Thtsc deposilS an: &ecomp.nicd ,,;lh increascd lran,fcrrin . 00 fe'';l;n
posili,'. gli""i~ 1118: 12 11 suggeS{;"g the .. I;,..ti"" of i,,,,, haOOli,~ $y~le",s 

during lhe posltschtmic periodo llroin i""he",i. "'.Y olso lead lo auglll"nlcd 



" 
¡roo supply 10 IICUrooS, as (fansfornn rcceplOf ""'prcssion in b .. in capillary 
cnoothdi.1 cell, j, , n<rco""d ¡ 122]. 

11>c possiblc role of ¡roo in h)"pogIyecmic damage has no1 been cxplorcd. 
IIIIhOllgh ¡¡,d,-an"". haH bttll d<>l"'. mor<: 5100'''' .r~ ,>O<:dcd in ""le. 10 k..."..' 
,he role of I"",·hal".nong 'ystcm. In b,.in, 110,,· Ihe)" oper.le .00 IlJoi, 
po$.Siblc """tribu!,,,,, 10 ¡$Cocm; •• nd hypoglyccmic damago Thi, kn<m lcdgc 
"jll Cl"cnlually "<lp lo liS= 0111 1he f"OlCI11i.I,nanipul.,ion of1l-.o"" ')"Iom 
as I pmlcclioo ~lr.lc8)' .gainsl neuro"al danl8Se_ 

Conclusion 
A deer kilo" IcJgo (lf Ihe ocl,,·u)" of lhe clld,,!!CIIOIIS omioxidam dcfc" .. 

~)"slc ms in tbe CNS during b",in ¡njlU)' "ill pm,'dc W;cCul inform.li"" .;mcd 
lo on~ 'lO"" lh=pen1;e """osin. Thc manipul.lioll of lile .ntio,idam 
~ys1cm lo p<cl'Cnl oSidaliw damagc is 11(>1 rcSlrie!cd 10 ¡$Chem;. or 
hyl:K'Sl)'«mic d.mage. si",,, osid.,;,'" ,1",ss is lIS"""i.10d "ith d;,'cl"$C 
palholo¡¡ical ""les in 11>< CNS. includins n"urodcscncmli,-e discasc •. 
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2.3 Avances recientes en el campo de la hipoglucemia. 

 Se ha sugerido la presencia de estrés oxidativo durante la

hipoglucemia (Patocková y col, 2003), aunque en sí la fuente de las especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y la temporalidad de su producción no se ha 

dilucidado. En este sentido, trabajos recientes utilizando el modelo en 

roedores de hipoglucemia severa, con un periodo isoeléctrico de 30 min, han 

tratado de establecer un orden secuencial de eventos involucrados en el 

desarrollo del daño hipoglucémico. A través de diversas estrategias 

experimentales han conseguido obtener resultados que sugieren que la 

principal fuente de O2
●- durante la hipoglucemia severa es la enzima NADPH 

oxidasa. Para ello utilizaron tanto la administración de un inhibidor específico 

de la NADPH oxidasa en animales hipoglucémicos como animales 

transgénicos que carecen de una subunidad de esta enzima. En ambos casos 

observaron una importante reducción del daño hipoglucémico (Suh y col, 

2007b). Además en este trabajo observaron que la lesión hipoglucémica se 

da principalmente durante el periodo de reperfusión y que está ligada a la 

reintroducción de glucosa sugiriendo que su utilización en el ciclo de las 

pentosas conlleva a la generación de NADPH, el cual activaría a la NADPH 

oxidasa (Suh y col, 2007b). 

Anteriormente se había sugerido la participación del Zn2+ en el daño 

hipoglucémico, ya que un quelante de este ión previene la muerte neuronal 

(Suh y col, 2004). Recientemente un estudio relacionó la liberación de Zn2+

con la activación de la NADPH oxidasa. Para ello se utilizaron tanto quelantes 

de este ión, como ratones transgénicos deficientes del transportador 

vesicular de este catión. Con ambas estrategias se observó una menor 

producción de O2
●- y una reducción considerable de la muerte neuronal (Suh 

y col, 2008). Estos resultados sugieren que la presencia de Zn2+ es 

necesaria para la activación de la NADPH oxidasa. Así mismo utilizaron un 

inhibidor de la enzima óxido nítrico sintasa, que previene la síntesis de óxido 



nítrico (NO), al inicio de la reperfusión de glucosa en animales 

hipoglucémicos. Esta estrategia permitió observar que el NO está 

involucrado en la liberación vesicular de Zn2+ (Suh y col, 2008).  

 Adicionalmente, se ha visto que la administración de un inhibidor de la 

polimerasa de poli-ADP ribosa (PARP) administrado en el periodo de 

reperfusión, previene eficazmente el daño hipoglucémico (Suh y col, 2003). 

Una expresión aumentada de la superóxido dismutasa (SOD-1) no tiene 

ningún efecto sobre la liberación del Zn2+, sin embargo, previene la 

activación de la PARP, lo que sugiere que el O2
●- participa en la activación de 

la PARP (Suh y col, 2008). En conjunto, estas observaciones apuntan a que 

el daño después de un periodo de coma hipoglucémico ocurre como 

consecuencia de la reintroducción de glucosa. La reintroducción de ésta 

conlleva la producción de NO, el cual induce la liberación vesicular de Zn2+.

Una vez en la post-sinapsis este catión activa a la NADPH oxidasa que 

produce ROS. Estas especies contribuyen a la activación de la PARP-1 lo que 

conlleva a la muerte neuronal.  

Por otra parte, se ha observado un aumento en la producción de ROS 

en mitocondrias aisladas de animales neonatos sometidos a hipoglucemia 

(McGowan y col, 2006). Estos resultados sugieren que la producción de ROS 

mitocondriales también aumenta en esta condición, y podrían estar 

contribuyendo al daño oxidativo.        
 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

De los trabajos expuestos anteriormente se desprende que el estrés 

oxidativo es un factor asociado a la muerte neuronal inducida por el coma 

hipoglucémico, y que éste se desencadena principalmente por mecanismos 

activados después de la reperfusión de glucosa. Sin embargo, algunos 

estudios sugieren que el estrés oxidativo puede presentarse incluso en 

ausencia del período isoeléctrico, o antes de que éste se presente 

(Patocková y col, 2003; Singh y col, 2004). Por lo que en el presente estudio 

decidimos investigar si el estrés oxidativo (monitoreado a través de la 

presencia de lipoperoxidación y proteínas nitrosiladas) puede presentarse 

tempranamente durante la hipoglucemia, o si necesariamente ocurre 

después de la reperfusión con glucosa. Por otra parte de acuerdo a los 

estudios descritos en la sección anterior, se conoce que la magnitud del 

daño hipoglucémico depende de la duración del periodo isoeléctrico y que 

está relacionada con los eventos que se presentan en dicho período como es 

la liberación de aminoácidos excitadores, cambios iónicos, depleción 

energética, etc. Además, está claro que la muerte hipoglucémica en el 

cerebro ocurre de manera selectiva, siendo más susceptibles algunas 

regiones cerebrales que otras. Sin embargo, a la fecha, se desconoce si 

puede ocurrir muerte o daño neuronal después de un periodo de 

hipoglucemia en ausencia de coma y cuáles serían los mecanismos asociados 

a ésta. En este sentido, decidimos estudiar si puede ocurrir muerte neuronal 

selectiva después de un periodo de hipoglucemia, en ausencia de coma, y si 

ésta correlaciona con la presencia de estrés oxidativo, producido ya sea 

antes o después de la reperfusión de glucosa. De ser el estrés oxidativo un 

factor importante en la producción del daño hipoglucémico se espera 

encontrar un aumento en sus marcadores (lipoperoxidación y proteínas 

nitrosiladas) solamente en las regiones cerebrales vulnerables. 



Por otra parte, en la introducción se mencionó el papel protector que 

tienen los cuerpos cetónicos ante la muerte neuronal inducida por diversas 

condiciones neurotóxicas. En estudios anteriores hemos demostrado que los 

cuerpos cetónicos pueden prevenir la muerte neuronal excitotóxica mediada 

por glutamato e inducida en condiciones de inhibición glucolítica (Massieu y

col, 2003; Mejía-Toiber y col, 2006) tanto in vivo como in vitro. Además, 

conocemos que un importante componente de la muerte neuronal en estas 

condiciones es la producción de ROS (Mejía-Toiber y col, 2006; Hernández-

Fonseca y col, 2008). Por esta razón, en el presente trabajo decidimos 

estudiar el efecto de los cuerpos cetónicos sobre el daño oxidativo asociado 

a la hipoglucemia, a través de la determinación de los niveles de 

lipoperoxidación en distintas regiones del cerebro. Además, se estudió si el 

efecto de los cuerpos cetónicos podría deberse a su utilización en el 

metabolismo cerebral, en condiciones de baja glucosa, o si podrían en sí 

tener una acción antioxidante. Para esto se utilizaron ambos isómeros del 

BHB.  

 

 



HIPÓTESIS   

 

La condición hipoglucémica, en ausencia de coma, generará daño 

oxidativo y muerte neuronal en regiones discretas y vulnerables del cerebro. 

Los cuerpos cetónicos reducirán el daño oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

OBJETIVOS  

 

1. Investigar la presencia de estrés oxidativo en regiones cerebrales 

vulnerables (corteza, estriado e hipocampo) y resistentes (cerebelo) al 

daño hipoglucémico, a diferentes tiempos antes y después de la 

reintroducción de glucosa, en animales sometidos a hipoglucemia 

inducida por insulina. 

2. Investigar la presencia de daño neuronal en regiones cerebrales 

vulnerables (corteza, estriado e hipocampo) y resistentes (cerebelo) al 

daño hipoglucémico, en animales sometidos a hipoglucemia inducida por 

insulina. 

3. Evaluar el efecto de los cuerpos cetónicos, sobre el daño oxidativo a 

lípidos inducido por hipoglucemia en diferentes regiones cerebrales. 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

En esta sección se describirán de manera muy general los protocolos y 

técnicas utilizadas en este trabajo, ya que una descripción detallada se 

presenta en cada uno de los artículos incluidos en la sección de resultados.  

En el presente trabajo se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar 

(320-350 g). Para inducir la condición de hipoglucemia los animales fueron 

tratados i.p. con 30 U de insulina y sacrificados a diferentes tiempos después 

de esta administración (Fig. 4). La disminución de los niveles sanguíneos de 

glucosa fue monitoreada cada hora después de la administración de insulina 

utilizando un glucómetro (Abbott Lab, Bedford, MA) hasta terminar la 

infusión de glucosa. Para ello, la sangre fue obtenida a través de una incisión 

hecha en la punta de la cola de las ratas.

Algunos animales fueron utilizados para evaluar los cambios en la 

actividad eléctrica cerebral durante la hipoglucemia, evaluada a través del 

EEG (Fig. 4A). Una vez establecido el modelo, algunos animales recibieron 

glucosa i.v. para prevenir el inicio del periodo isoeléctrico. El protocolo de 

administración de glucosa ha sido previamente descrito (Suh y col, 2004) y

consiste en una inyección rápida de 200 	l de glucosa al 50% seguida de un 

infusión lenta de glucosa al 25% que dura 3 h (flujo 1.5ml/h). La 

administración de glucosa se inicio aproximadamente 2 h después de recibir 

la insulina, al presentarse la pérdida del reflejo de enderezamiento (PRE) en 

estos animales. Se ha descrito que la PRE antecede al coma hipoglucémico 

(Gundersen y col, 2001). Tras la infusión de glucosa, los animales se 

recuperaron gradualmente y fueron sacrificados a diferentes tiempos, como 

se muestra en la Figura 4B. El tiempo representado en el esquema indica el 

periodo transcurrido desde que los animales recibieron la infusión de glucosa 

(aprox. 2 h después de la inyección de insulina), y periodos variables de 

recuperación a partir de este momento (6, 12, 24, 48 h). Únicamente en los 



experimentos de lipoperoxidación se utilizaron tiempos cortos previos a la 

PRE. Los animales cuya actividad cerebral fue monitoreada con EEG fueron 

sacrificados 24 h después y sus cerebros utilizados para evaluar la presencia 

tanto de muerte neuronal con la tinción de FJB como de proteínas 

nitrosiladas por inmunohistoquímica. Para los experimentos donde se evaluó 

la capacidad de los cuerpos cetónicos para reducir el daño oxidativo a los 

lípidos, los animales fueron sacrificados al presentarse la PRE, ya que en ese 

momento se detectó el aumento de la lipoperoxidación en los animales 

hipoglucémicos (Fig. 4C).  

Figura 4. Esquema representativo de las diferentes estrategias y protocolos de 
administración utilizados en los experimentos con los animales hipoglucémicos. A) 
experimentos para establecer los cambios en la actividad cerebral por EEG y determinar la 
muerte neuronal por FJB; B) protocolos seguidos para la evaluación del daño oxidativo a 



lípidos y proteínas; C) protocolo para evaluar el efecto protector de los cuerpos cetónicos 
contra el daño oxidativo.  

En la Figura 5 se esquematizan los diferentes métodos llevados a cabo 

con las muestras (alícuotas de sangre, cortes y homogenados de cerebro) 

obtenidas a partir del sacrificio de los animales. Los animales se sacrificaron 

a diferentes tiempos tal como se muestra en la Figura 4. Una descripción 

más detallada de cada técnica está incluida en los artículos que forman la 

sección de resultados de la presente tesis. Básicamente se evaluó la 

presencia de daño oxidativo tanto en lípidos (lipoperoxidación) como en 

proteínas (proteínas nitrosiladas) de cerebros de animales hipoglucémicos. 

Para los experimentos de lipoperoxidación se utilizaron homogenados de 

cada región cerebral de interés (hipocampo, corteza, estriado y cerebelo) y

se determinó la presencia de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) como marcador de oxidación lipídica. Mientras que para observar el 

daño oxidativo en las proteínas se utilizaron homogenados (para Western 

blot (WB)) y cortes coronales (para inmunohistoquímica) de las regiones 

antes mencionadas. Otro marcador de daño oxidativo utilizado consistió en 

detectar la presencia de proteínas modificadas por el 4-hidroxinonenal (4-

HNE), para ello se hicieron WB de los hipocampos de los animales 

hipoglucémicos. Por su parte, la muerte neuronal en esta condición fue 

evaluada con FJB en cortes cerebrales. La sangre de los animales fue 

utilizada para determinar la concentración de glucosa y de cuerpos 

cetónicos. 



Figura 5. Los resultados de la presente tesis fueron obtenidos a partir de  homogenados 
cerebrales, cortes de cerebro y muestras de sangre. Los homogenados fueron usados tanto 
para la técnica de TBARS como para llevar a cabo Western blots (WB) donde se analizaron 
la presencia de proteínas modificadas por el 4-hidroxinonenal (4-HNE) (# solamente en el 
hipocampo) o de proteínas nitrosiladas (NT). A partir de los cortes cerebrales se realizó la 
técnica de inmunohistoquímicas para proteínas nitrosiladas y Fluoro-Jade (FJB) para evaluar 
la presencia de células dañadas. La sangre fue utilizada para determinar la concentración de 
glucosa y de cuerpos cetónicos. 



RESULTADOS 

1. Vulnerabilidad cerebral selectiva al daño oxidativo y su relación con la 

muerte neuronal en condiciones de hipoglucemia. 

 La presencia de daño oxidativo fue evaluada tanto en lípidos como en 

proteínas obtenidas de diferentes regiones cerebrales de animales 

hipoglucémicos. Esto nos permitió conocer si existe una distribución 

diferencial de estrés oxidativo entre regiones vulnerables a la hipoglucemia 

en comparación con el cerebelo que es más resistente. Además decidimos 

estudiar la temporalidad con que aparece el daño oxidativo en los lípidos y 

en las proteínas, incluyendo animales que fueron sacrificados antes de la 

PRE y otros que recibieron glucosa y tuvieron tiempos variables de 

recuperación. La presencia de daño fue evaluada por el método de FJB. Los 

resultados de estos experimentos se muestran a continuación en el artículo 

3. 



Artículo 3 

“Selective vulnerability of brain regions to oxidative stress in a non-coma 

model of insulin-induced hypoglycemia”.

María L. Haces, Teresa Montiel, Lourdes Massieu. 

Aceptado en Neuroscience (2009). 
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2. Papel de los cuerpos cetónicos en la prevención del daño oxidativo 

asociado a la hipoglucemia.  

Como se mencionó en la introducción, los cuerpos cetónicos poseen 

propiedades neuroprotectoras. Estas propiedades se han asociado 

principalmente a su papel metabólico, aunque recientemente se ha sugerido 

que estos compuestos pueden prevenir el daño oxidativo (Mejía-Toiber y col, 

2006; Kim y col, 2007). Dado que la hipoglucemia promueve un estado pro-

oxidante que conlleva un aumento en los niveles de lipoperoxidacion, 

quisimos evaluar si el BHB y el AcAc podrían prevenir este aumento. Para 

ello, utilizamos el D-BHB y el acetoacetato que son los cuerpos cetónicos que 

se incorporan al metabolismo y el L-BHB que es el isómero que carece de 

actividad metabólica.  

2.1 Efecto de los cuerpos cetónicos sobre el daño oxidativo inducido por la 

hipoglucemia en el cerebro de la rata.  

  Los animales fueron sacrificados al perder el reflejo de 

enderezamiento, ya que como se mostró anteriormente en ese momento 

observamos el máximo aumento en los niveles de lipoperoxidación. En estos 

experimentos también analizamos varias regiones cerebrales. Como se 

muestra en la Figura 6, ambos isómeros del BHB previnieron el aumento en 

los niveles de lipoperoxidación de manera significativa tanto en la corteza 

(Fig. 6A), como en el estriado (Fig. 6B) de animales que recibieron una sola 

administración del BHB. Cuando los animales recibieron una inyección 

adicional de BHB, 30 min después de la primera, únicamente se observó una 

mayor disminución de la lipoperoxidación en el caso del L-BHB en el estriado 

(2 d en la Fig. 6). En el caso del D-BHB se observó el mismo efecto que con 

la administración de la dosis única. En la corteza cerebral la administración 

de dos dosis de L-BHB o D-BHB redujo los niveles de lipoperoxidación en la 

misma magnitud (Fig. 6 A), aunque el efecto de la dosis adicional de D-BHB 



no resultó significativo. Los niveles sanguíneos de cuerpos cetónicos 

alcanzados con nuestro protocolo de administración fueron cuantificados por 

espectroflurometría y están incluidos en la tabla 2 del artículo 4. Como 

puede observarse estos niveles incrementaron alrededor de 10 veces en 

animales intactos mientras que en animales hipoglucémicos se detectaron 

niveles 6 veces mayores 10 min después de su administración. 

Figura 6. Efecto del BHB sobre los niveles de lipoperoxidación en condiciones de 
hipoglucemia. Los animales fueron tratados con insulina y recibieron una inyección de D-
BHB o L-BHB (500 mg/Kg) 1 h después. Algunos animales fueron tratados con 2 dosis de 
BHB (2 d). Los animales fueron sacrificados cuando presentaron la PRE. La corteza (A) y el 
estriado (B) fueron extraídos para obtener los homogenados con los que se llevó a cabo la 



determinación del TBARS.  (a= p<0.05 vs animales control; b= p<0.05 vs animales 
hipoglucémicos sacrificados en la PRE).
  Por su parte, el AcAc no redujo los niveles de lipoperoxidación en la 

corteza (en nmolas de TBARS/mg proteína: control= 0.007±0.002; ratas 

hipoglucémicas= 0.051±0.015; ratas hipoglucémicas tratadas con AcAc= 

0.077±0.025. n=3-6) a pesar que sus niveles sanguíneos aumentaron 

significativamente, de manera similar a los niveles de BHB (Tabla 2, art. 4). 

  

  En el caso del hipocampo se encontró que ambos isómeros del BHB 

previenen eficientemente el aumento en la lipoperoxidación, y el isómero D, 

también fue capaz de reducir el contenido de aldehídos de 4-HNE presentes 

en las proteínas, mientras que el isómero L tuvo un efecto mucho menor. 

Estos resultados fueron incluidos en el artículo 4 (Fig. 7) que se incluye a 

continuación. 

   



Artículo 4 

“Antioxidant capacity contributes to protection of ketone bodies against 

oxidative damage induced during hypoglycemic conditions.”

Haces ML, Hernández-Fonseca K, Medina-Campos ON, Montiel T, Pedraza-

Chaverri J, Massieu L. 

Exp. Neurol. 2008  

Vol. 211 No 1: 85-96. 
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DISCUSIÓN 

  

Nuestros resultados muestran, por primera vez, que existe daño 

oxidativo, tanto en proteínas como en lípidos, únicamente en las regiones 

vulnerables del cerebro mientras que en el cerebelo no observamos 

incremento a ningún tiempo. Estos resultados concuerdan con la existencia 

de un estado pro-oxidante durante la hipoglucemia. Agardh y colaboradores 

encontraron que después de un periodo isoeléctrico de 30 min, los cocientes 

de lactato/piruvato, NAD/NADH, GSG/GSH y NADP/NADPH existían 

mayoritariamente en su forma oxidada (1978). Sin embargo, hasta ahora se 

desconocía si este estado podría causar daño oxidativo a los componentes 

celulares y su distribución regional tampoco había sido estudiada. 

La hipoglucemia es un problema común en los pacientes diabéticos, 

especialmente en los que padecen diabetes tipo 1, ya que son dependientes 

de insulina. Sin embargo, los pacientes con diabetes tipo 2 también corren el 

riesgo de padecer hipoglucemia conforme va disminuyendo la secreción 

endógena de insulina (Heller, 2008). Además en ambas patologías, la 

evolución de la enfermedad agudiza los episodios hipoglucémicos, ya que las 

respuestas hormonales normales a esta condición se van perdiendo, lo que 

lleva a los pacientes a padecer hipoglucemia frecuentemente (Heller, 2006). 

La repercusión de periodos repetidos de hipoglucemia sobre la función 

cognoscitiva no es del todo clara. Existen reportes que demuestran un peor 

desempeño neurológico en los pacientes diabéticos que continuamente 

padecen periodos de hipoglucemia (Akyol y col, 2003; Sommerfield y col, 

2003a; Hershey y col, 2005; Jauch-Chara y col, 2007), mientras que otros 

no han encontrado diferencias significativas (Strudwick y col, 2005). Por otra 

parte, se ha demostrado que la hipoglucemia afecta la memoria de 

individuos sanos (Jauch-Chara y col, 2007), aún cuando se trata de un 



evento transitorio con una disminución moderada de glucosa (Sommerfield y 

col, 2003b).  

El funcionamiento normal del cerebro depende del aporte normal de 

glucosa. Cuando este aporte se interrumpe ya sea por un evento isquémico 

o por una disminución en su concentración sanguínea, se puede presentar 

daño neuronal. Experimentalmente el modelo más usado para el estudio de 

los mecanismos de muerte asociados a la hipoglucemia es la administración 

i.p. de insulina en roedores (Auer y col, 1984a). Trabajos clásicos 

describieron que existe una vulnerabilidad selectiva de ciertas regiones del 

cerebro a la muerte en condiciones de hipoglucemia. Las regiones más 

susceptibles a la disminución de glucosa son la corteza cerebral, el 

hipocampo y el estriado, mientras que el cerebelo y el tallo cerebral son más 

resistentes (Auer y col, 1984b). Incluso dentro de estas regiones existen 

grupos neuronales que son altamente vulnerables; en el hipocampo, la 

cresta del giro dentado, el subículo y la capa CA1 son más susceptibles 

mientras que en la corteza cerebral las capas externas se dañan más (Auer y 

col, 1985a; 1985b). Pocos trabajos han estudiado comparativamente estas 

regiones, por lo que los eventos involucrados en la aparición de daño 

selectivo aún se desconocen. En la presente tesis nos propusimos abordar 

este  problema y para ello en nuestros experimentos utilizamos tanto las 

regiones vulnerables (el hipocampo, la corteza y el estriado) como al 

cerebelo que es más resistente.  

Otro aspecto poco explorado hasta la fecha son los eventos que 

ocurren antes del coma hipoglucémico, ya que los estudios se han centrado 

en lo que ocurre después de 30 min de periodo isoeléctrico y durante el 

periodo de reperfusión. Estos trabajos han descrito que durante el periodo 

isoeléctrico existe una liberación masiva de aminoácidos excitadores 



(Sandberg y col, 1986), principalmente aspartato, cuya producción se ve 

favorecida en condiciones de hipoglucemia (Sutherland y col, 2008). La 

muerte neuronal, por tanto, es de tipo excitotóxico (Wieloch, 1985) y se 

acompaña de cambios iónicos masivos (Harris y col, 1984), y de una 

deficiencia energética importante (Ratcheson y col, 1981). Recientemente, la 

presencia de estrés oxidativo en esta condición ha sido sugerida (Patocková 

y col 2003; Singh y col, 2004), aunque su temporalidad y distribución no 

han sido estudiadas a fondo. En este sentido evaluamos la presencia de 

marcadores de estrés oxidativo en un modelo de hipoglucemia inducida por 

insulina donde el periodo isoeléctrico fue prevenido con la administración i.v. 

de glucosa.   

El aumento en los niveles de lipoperoxidación se presentó cuando los 

animales fueron sacrificados al perder el reflejo de enderezamiento, minutos 

antes de alcanzar el estado de coma. Esta observación sugiere que hay 

producción de ROS que afecta a los lípidos aún en ausencia de periodo 

isoeléctrico. El daño oxidativo en los lípidos membranales altera las 

propiedades intrínsecas de la membrana plasmática y de las proteínas que 

están embebidas en ella (Agardh  y col, 1982). Se ha descrito que el 

funcionamiento normal de la ATPasa de Na+,K+, que es la principal bomba 

encargada de mantener la homeostasis iónica en las neuronas, puede

alterarse por un incremento en la lipoperoxidación, debido al efecto que ésta 

tiene sobre la fluidez membranal (Jamme y col, 1995). La lipoperoxidación 

además podría afectar otros procesos que involucran proteínas 

transmembranales, como la fosforilación oxidativa que se lleva a cabo en la 

membrana mitocondrial, lo que afectaría la generación de ATP, y 

comprometería los procesos dependientes de energía. En este sentido se ha 

reportado durante la hipoglucemia un aumento en los niveles de 

lipoperoxidación de las membranas mitocondriales acompañada de una 

disminución significativa en los niveles de ATP (Ballesteros y col, 2003). En 



resumen, el aumento temprano de los niveles de lipoperoxidación en las 

regiones vulnerables podría predisponerlas a ser más susceptibles al daño, 

ya que las células de estas regiones tendrían una capacidad limitada de 

recuperación ante una despolarización posterior, lo que ocurriría una vez 

iniciado el periodo isoeléctrico. Este efecto es transitorio y los niveles 

recuperan valores basales cuando los animales reciben glucosa. Al parecer, 

una vez que hay glucosa disponible, ésta se metaboliza generando ATP el 

cual se utiliza para remover lípidos oxidados y así restablecer la 

funcionalidad membranal.  

Otra consecuencia de la lipoperoxidación es la formación de aldehídos 

capaces de reaccionar con algunos residuos proteicos (Esterbauer y col, 

1991). Dentro de estos aldehídos el más reactivo es el 4-HNE que reacciona 

con residuos de histidina y lisina así como con grupos sulfidrilos, modificando 

la actividad de varias proteínas (Esterbauer y col, 1991). Nuestros 

resultados muestran que hay un aumento en las proteínas modificadas por 

el 4-HNE en el hipocampo de las ratas hipoglucémicas sacrificadas al perder 

el reflejo de enderezamiento. Se ha reportado que entre las proteínas cuya 

actividad se inhibe están la glutatión reductasa, la glutatión peroxidasa e 

incluso la ATPasa de Na+,K+ (Vander Jagt y col, 1997; Bosch-Morell y col, 

1999; Siems y col, 1996). La posible inhibición de las enzimas relacionadas 

con el glutatión contribuiría, en nuestro modelo, a que se exista un estado 

pro-oxidante en esta región durante la hipoglucemia, ya que el glutatión es 

una de las principales defensas antioxidantes. Así mismo, si la actividad de 

la ATPasa de Na+,K+ se modifica en presencia de 4-HNE, ésto haría a las 

células del hipocampo más susceptibles a una subsecuente despolarización 

puesto que su capacidad de repolarización estaría comprometida.    



Paralelamente analizamos la presencia de daño oxidativo en las 

proteínas a través de anticuerpos que reconocen residuos de nitrotirosinas, 

que son producidas al reaccionar el peroxinitrito con los residuos de tirosina 

y por tanto constituyen un buen indicador de la presencia de este radical, 

que es altamente reactivo (Beckman y Koppenol, 1996). Al contrario de lo 

encontrado con los niveles de lipoperoxidación, las proteínas modificadas por 

nitrotirosinas no aumentan antes del periodo isoeléctrico. Su presencia 

aumenta a partir de las 6 h después de la inyección de glucosa, únicamente 

en las regiones susceptibles al daño, siendo su aumento más temprano en la 

corteza y el estriado que en el hipocampo. Esta disparidad temporal sugiere 

que en estos dos fenómenos están involucradas al menos dos vías distintas 

de generación de radicales. Se ha descrito que en condiciones de 

hipoglucemia la mitocondria es una fuente importante de ROS (McGowan y 

col, 2006). Así mismo, se ha demostrado que en el periodo de reperfusión 

de glucosa la activación de la enzima NADPH oxidasa conlleva la generación 

de radicales superóxido (Suh y col, 2007b). Nuestros resultados sugieren 

que el daño oxidativo a las proteínas está relacionado con la reperfusión de 

glucosa aunque falta esclarecer que vías son las responsables de ambos 

fenómenos.   
Los resultados antes descritos, obtenidos a partir de homogenados

cerebrales con la técnica de Western blot, fueron confirmados en cortes de 

cerebros por inmunocitoquímica. Para estos experimentos los animales 

fueron sacrificados 24 hrs después de la inyección de insulina. Células 

positivas para nitrotirosinas se encontraron en áreas de la corteza que 

comprenden la corteza cingulada, frontal, parietal y temporal, 

principalmente en capas superficiales, aunque también encontramos células 

positivas en  capas profundas. En cuanto al hipocampo se observaron células 

marcadas en el hilus y en la región CA4. La marca encontrada no colocaliza 

con el marcador glial GFAP, lo que sugiere que las proteínas con 



nitrotirosinas se concentran principalmente en las neuronas. En cambio, en 

el estriado, con esta técnica, no se observaron células marcadas en ninguno 

de los cortes analizados. La falta de marca en esta región se contrapone con 

lo encontrado en los homogenados, posiblemente porque en estos últimos se 

analiza una fracción proteica enriquecida. 

La aparición de daño neuronal en condiciones de hipoglucemia se ha 

ligado siempre a la presencia de periodo isoeléctrico. Estudios clásicos 

describieron que la extensión del daño tiene una relación directa con la 

duración del periodo isoeléctrico (Auer y col, 1984a). Sin embargo, estos 

estudios se han enfocado al estudio de la muerte neuronal retardada con la 

aparición de daño masivo. Recientemente, algunos estudios han descrito la 

aparición de muerte celular puntual en regiones discretas del cerebro en 

ausencia de periodo isoeléctrico (Tkacs y col, 2000; Tkacs y col, 2005; Ennis 

y col, 2008). Para evaluar la presencia de daño en nuestro modelo de 

hipoglucemia severa, en ausencia de coma, hicimos un grupo de ratas donde 

registramos la actividad eléctrica cerebral y luego evaluamos la presencia 

temprana de células dañadas con FJB. El EEG presentó un comportamiento 

muy parecido al encontrado anteriormente por otros. Esto es conforme el 

nivel de glucosa va disminuyendo aparecen ondas de mayor amplitud y 

menor frecuencia (Auer y col, 1984a; Suh y col, 2004). Al perder los 

animales el reflejo de enderezamiento, evento que precede al coma 

(Gundersen y col, 2001), los animales presentan un estado de estupor pero 

conservan actividad eléctrica. En este momento se les inyectó glucosa i.v., 

para evitar el periodo isoeléctrico, lo que se logró en 5 de los 6 animales 

estudiados. En la única rata registrada que presentó periodo isoeléctrico, 

éste tuvo una duración de 5.25 min. Este animal presentó el mayor número 

de células positivas a FJB, lo que confirma que durante el periodo 

isoeléctrico se desarrollan eventos que dañan a las neuronas. La presencia 



de células marcadas se dio principalmente en la corteza y en menor grado 

en el estriado, mientras que no se encontró marca en el hipocampo. 

Precisamente en la corteza y en el estriado fue donde la presencia de 

proteínas nitrosiladas fue más temprana. Por otro lado, también 

encontramos células marcadas con FJB, exclusivamente en la corteza, en 2 

de los 5 animales donde el periodo isoeléctrico fue prevenido exitosamente. 

Esta distribución coincide con la encontrada en el modelo de hipoglucemia en 

ausencia de coma, donde a este tiempo solo se encontraron células positivas 

en la corteza (Ennis y col, 2008).  Además, ningún animal presentó células 

positivas a FJB en el cerebelo, lo que confirma que esta región es menos 

vulnerable a la hipoglucemia. 

  

La ausencia de cambios en los marcadores de estrés oxidativo en el 

cerebelo sugiere que esta región es altamente resistente a este tipo de 

daño. Las razones de esta resistencia no son claras. Existen algunos estudios 

que han investigado regionalmente el estado de las defensas antioxidantes 

en el cerebro. En este sentido se ha encontrado que existe una actividad 

basal mayor de la catalasa y de la glutatión reductasa, así como un mayor 

contenido de glutatión reducido (GSH) en esta región (Siqueira y col 2005; 

Bhardwaj y col, 1998). Al parecer, estas diferencias podrían ser suficientes 

para prevenir el desarrollo de daño oxidativo en el cerebelo, aunque otros 

mecanismos podrían también estar involucrados. En este sentido, se ha 

demostrado que el estado energético del cerebelo se preserva mejor que el 

de la corteza al inicio del periodo isoeléctico (Ratcheson y col, 1981) y 

después de 30 min de isoelectricidad (Agardh y col, 1981). Se ha 

demostrado además que el transportador de glucosa del cerebelo es el doble 

de eficiente que el de la corteza (LaManna y Harik, 1985), por lo que en esta 

región el transporte de glucosa supera su demanda metabólica, lo que le 

podría conferir cierta resistencia ante un evento hipoglucémico (LaManna y 



Harik, 1985). La disponibilidad de más glucosa permitiría que la carga 

energética del cerebelo se mantenga intacta, lo que a su vez disminuiría el 

uso de sustratos energéticos alternativos, cuyo metabolismo se da 

principalmente en la mitocondria, evitando así la producción de ROS 

mitocondriales. Así mismo, la síntesis de GSH y su reciclaje, ambos procesos 

dependientes de energía, se verían preservados en esta región. Por tanto se 

desconoce si la ausencia de daño oxidativo en el cerebelo se debe a una 

menor producción de ROS o una respuesta antioxidante eficiente.   

Por otra parte, analizamos el potencial antioxidante de los cuerpos 

cetónicos. Se ha demostrado que estos compuestos poseen propiedades 

neuroprotectoras (Maalouf y col, 2009). La mayoría de los estudios apuntan 

a que su potencial protector se debe principalmente a que funcionan como 

sustratos metabólicos alternativos a la glucosa (Suzuki y col, 2001; Suzuki 

y col, 2002). Recientemente un papel protector en condiciones oxidativas 

ha sido sugerido tanto in vivo como in vitro (Mejía-Toiber y col, 2008; Kim y 

col, 2007). El mecanismo de esta protección no ha sido del todo 

esclarecido, aunque se ha sugerido que el metabolismo de los cuerpos 

cetónicos produce NADH y que este inhibe la producción de ROS 

mitocondriales (Maalouf y col, 2007). Sin embargo, la capacidad 

antioxidante intrínseca de estos compuestos no ha sido explorada. En este 

sentido decidimos evaluar la capacidad atrapadora de los cuerpos cetónicos 

y luego probar si esta capacidad se conserva en un sistema pro-oxidante in 

vivo, como lo es nuestro modelo de hipoglucemia. Experimentos in vitro

realizados en el laboratorio del Dr. José Pedraza Chaverri en la Facultad de 

Química demostraron que ambos isómeros del BHB atrapan al radical 

hidroxilo (●OH) eficientemente. Para probar si estos compuestos tienen un 

efecto antioxidante in vivo, decidimos administrarlos en los animales 

hipoglucémicos 1 h después de la insulina. Los animales fueron sacrificados 



al perder el reflejo de enderezamiento, ya que en este tiempo se observó el 

máximo aumento en los niveles de lipoperoxidación. Ambos isómeros 

previnieron eficientemente el aumento en los niveles de lipoperoxidación en 

todas las regiones estudiadas. En cambio, el AcAc no tuvo ningún efecto 

sobre este aumento debido posiblemente a que su capacidad atrapadora es 

limitada. La IC50 para el ●OH del D-BHB es de 3.2 ± 0.44 mM, para el L-BHB 

es de 2 ± 0.47 mM, en cambio la del AcAc es de 31.1 ± 5.47 mM. Una 

concentración milimolar (2-7 mM) de BHB se alcanza en los pacientes que 

se someten a una dieta cetogénica (Freeman y col, 1998), por lo que esta 

propiedad antioxidante, en efecto, puede estar contribuyendo al efecto 

neuroprotector. En nuestros experimentos demostramos que la 

administración de BHB incrementa su concentración en la sangre a 

0.6±0.06 mM en animales intactos, cuyos niveles fueron medidos 10 min 

después de la administración. Mientras que a ese mismo tiempo los 

animales hipoglucémicos alcanzaron niveles de 0.371±0.080 mM, lo que

sugiere que los cuerpos cetónicos son utilizados como sustratos energéticos 

durante hipoglucemia.  

Nuestros datos sugieren que el efecto del BHB sobre la oxidación 

lipídica está relacionado con su capacidad antioxidante, ya que no solo el 

isómero metabólicamente activo fue capaz de prevenir la lipoperoxidación 

sino que el L-BHB también la previno eficientemente. Cuando los animales 

recibieron la administración de L-BHB, no encontramos aumento en los 

niveles de sanguíneos de D-BHB lo que descarta una posible conversión de 

este isómero y refuerza que la capacidad antioxidante del BHB interviene en 

la prevención del aumento en la lipoperoxidación. Considerando que la 

hipoglucemia es un componente muy importante de la isquemia cerebral, 

nuestros datos apoyan el uso de los cuerpos cetónicos para prevenir el daño 



inducido en esta condición, ya que además de mejorar el estado metabólico 

cerebral podrían contrarrestar el daño oxidativo isquémico. 

Los cuerpos cetónicos, a través de la dieta  cetogénica, han sido 

utilizados clínicamente por mucho tiempo en el tratamiento de epilepsias 

refractarias tanto en niños (Nordli y col, 2001; Jung da y col, 2008) como 

en adultos (Wusthoff y col, 2009; Mosek y col, 2008). Recientemente se ha 

utilizado este tipo de dieta en pacientes diabéticos, que han logrado tener 

un mejor control glucémico (Westman y col, 2008; Dashti y col, 2007).

Otros trastornos metabólicos donde se ha utilizado a los cuerpos cetónicos 

eficientemente, incluyen pacientes con el síndrome de deficiencia del GLUT1 

(Rauchenzauner y col, 2008; DeVivo y col, 2002) y pacientes con 

deficiencia de la enzima piruvato deshidrogenasa (DeVivo y col, 2002). 

Existe un reporte clínico que documenta el tratamiento oral con DL-BHB de 

un estado de hipoglucemia persistente, caracterizada por una concentración 

aumentada de insulina, en dos pacientes pediátricos (Plecko y col, 2002).  

Otra patología donde podría ser útil y efectivo el tratamiento clínico 

con BHB es la enfermedad de Alzheimer. Una característica común de estos 

pacientes es que la entrada de glucosa al cerebro y su metabolismo están 

afectados en ciertas regiones específicas del cerebro (Kalaria y Harik, 1989; 

Sims, 1990; Jagust y col, 1991). Este patrón específico de hipometabolismo 

de glucosa es reproducible en todos los pacientes y ha sido propuesto como 

una herramienta de diagnostico (Reiman y col 1996). Estudios realizados en 

personas genéticamente predispuestas a padecerla muestran disminuido el

transporte de glucosa incluso antes de que la patología y los síntomas se 

manifiesten (Kennedy y col, 1995; Reiman y col, 1996; Reiman y col, 

2004). Por lo que el hipometabolismo de glucosa podría ser un buen blanco 

terapéutico (Costantini y col, 2008), que podría tratarse con un sustrato 



metabólico alternativo a la glucosa, como los cuerpos cetónicos (Henderson,

2008). En modelos experimentales de esta enfermedad se ha observado 

neuroprotección en neuronas hipocampales adicionadas con BHB 

(Kashiwaya y col, 2000) y menor acumulación del péptido beta amiloide en 

un modelo animal tratado con dieta cetogénica (Van der Auwera y col, 

2005). Aunado a su efecto metabólico, el efecto antioxidante del BHB, 

descrito en la presente tesis, podría mejorar ciertos aspectos de la 

enfermedad de Alzheimer. Es bien sabido, que uno de los componentes de 

la enfermedad de Alzheimer es el estrés oxidativo (para revisión ver Moreira 

y col, 2009; Sultana y col, 2009). En este sentido, se ha demostrado, en un 

modelo in vitro de esta enfermedad, que la inhibición del GLUT3 ocurre 

como consecuencia del estrés oxidativo, y está mediado por el 4-HNE (Mark 

y col, 1996), por lo que tanto el efecto metabólico como el efecto 

antioxidante del D-BHB serían útiles en este caso.

De este trabajo se desprende la posible utilización terapéutica del DL-

BHB como tratamiento en algunas patologías donde prevalecen condiciones 

pro-oxidantes aunadas a defectos en el metabolismo de la glucosa.  

 



CONCLUSIONES 

1. La hipoglucemia genera un estado pro-oxidante en la regiones 

vulnerables al daño hipoglucémico. Este estado produce daño tanto en 

lípidos membranales como en proteínas.   

2. La lipoperoxidación precede al daño oxidativo de las proteínas lo que 

sugiere que estos dos eventos son causados por diferentes fuentes de 

ROS. La reperfusión de glucosa es necesaria para que se produzca la 

nitrosilación de las proteínas. 

3. La hipoglucemia genera daño neuronal exclusivamente en las regiones 

vulnerables incluso en ausencia de periodo isoeléctrico. Este daño es 

discreto y puntual. 

4. Ambos isómeros del BHB son capaces de prevenir el aumento 

temprano de la lipoperoxidación, posiblemente por un mecanismo 

antioxidante intrínseco.  
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