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1. Resumen 

 

La hipoglucemia es la disminución de la concentración sanguínea de glucosa a niveles por 

debajo de los 70 mg/dL. Esta es la complicación más común que se presenta en pacientes 

diabéticos (tipo 1) que llevan un estricto control de la concentración de glucosa en la sangre 

como resultado de la sobredosificación accidental de insulina o de secretagogos de esta 

hormona. La hipoglucemia se vuelve un problema serio cuando no es revertida rápidamente; 

si la concentración en sangre de glucosa se acerca o incluso cae por debajo de los 20 mg/dL 

existe el riesgo de que el paciente caiga en coma y que éste lo lleve a la muerte si no recibe 

atención médica inmediata. Un modelo experimental de hipoglucemia consiste en la 

administración de insulina a roedores con la finalidad de hacer disminuir la concentración de 

glucosa en la sangre. Usando este modelo se ha descrito que hay regiones del cerebro que 

son más susceptibles a la ausencia de glucosa, como la corteza cerebral, el hipocampo y el 

cuerpo estriado. Evidencia reciente ha mostrado que existen marcadores de estrés oxidante 

en el cerebro después de un evento hipoglucémico. Sin embargo la distribución de las especies 

reactivas de oxígeno en regiones discretas del cerebro no se ha descrito. Por otro lado, los 

cuerpos cetónicos (acetoacetato y D--hidroxibutirato) pueden ser utilizados como fuente de 

energía alterna a la glucosa durante la lactancia o en condiciones como el ayuno prolongado. 

Reportes recientes indican que los cuerpos cetónicos pueden prevenir el daño neuronal que 

se observa en algunos modelos experimentales tanto de hipoxia/isquemia como de las 

enfermedades de Parkinson y de Alzheimer. Los mecanismos responsables del efecto 

protector de los cuerpos cetónicos no se conocen por completo, pero se sabe que mejoran la 

función mitocondrial y tienen la capacidad de atrapar algunas especies reactivas de oxígeno. 

Así, la hipoglucemia es una condición adecuada para estudiar la acción del D--hidroxibutirato 

como sustrato energético alterno a la glucosa y probar sus efectos sobre la generación de 

especies oxidantes y la muerte neuronal. En el presente trabajo se investigó la distribución de 

las especies reactivas de oxígeno y de la degeneración celular en regiones discretas del 

cebero de ratas con hipoglucemia severa en presencia o en ausencia del cuerpo cetónico D-

-hidroxibutirato. Los resultados muestran que en la hipoglucemia severa el DBHB previene 

de manera eficiente la degeneración celular y la aparición del coma; la evidencia experimental 

sugiere una producción diferencial de especies pro-oxidantes en regiones discretas de cerebro 

que se reduce en presencia del DBHB. 
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2. Antecedentes 

 

2.1 Metabolismo cerebral 

El cerebro humano constituye aproximadamente el 2% del peso corporal y sin embargo 

consume cerca del 25% de la glucosa proveniente de la dieta y cerca del 20% del oxígeno (O2) 

que ingresa al organismo (Beltrán et al., 2012).  

 La glucosa es el principal sustrato energético que se metaboliza en el cerebro para la 

obtención de energía; en este órgano es enteramente oxidada hasta llegar a bióxido de 

carbono (CO2) y agua a través de una serie de procesos bioquímicos que son análogos a los 

que ocurren en otros tejidos: la glucólisis, el ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa. 

El mayor consumo de energía en el cerebro es causado por el mantenimiento de los 

gradientes iónicos existentes en la membrana plasmática de las neuronas que se debe 

principalmente a la actividad de la bomba sodio-potasio (Na+/K+), que funciona con trifosfato 

de adenosina (ATP) y que permite mantener la excitabilidad de las membranas celulares de 

las neuronas (Attwell y Laughlin 2001). La actividad de estas bombas es responsable de la 

oxidación de aproximadamente el 50% de la glucosa en el sistema nervioso central (SNC). 

Adicionalmente, otros procesos que consumen energía son la síntesis permanente de 

moléculas necesarias para el tráfico y señalización intracelular y para la recaptura de 

neurotransmisores. Por otro lado, el transporte axonal de moléculas sintetizadas en el soma 

hacia su destino final es otro proceso que consume energía proveniente del metabolismo 

(Magistretti y Allaman, 2008; Beltrán et al., 2012)  

  

2.2 Transportadores de glucosa 

 La glucosa es una molécula hidrofílica que requiere de transportadores que faciliten su 

entrada hacia el cerebro a través de la barrera hematoencefálica (BHE) localizada en la 

frontera entre el SNC y la sangre en los vasos capilares. Esta barrera está conformada por una 

capa de células endoteliales alineadas y estrechamente empaquetadas que se encarga de 

regular el transporte de nutrientes y bloquear la entrada de compuestos potencialmente 

dañinos para el sistema nervioso. Las uniones estrechas entre las células de la BHE no 

permiten el paso de solutos y por lo tanto, los nutrientes necesarios para el funcionamiento del 
6 
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cerebro tienen que pasar a través de estas células mediante transporte facilitado (Qutub y Hunt 

2005). 

 El transporte de glucosa y otras hexosas hacia el interior de las células de la BHE está 

mediado por la familia de acarreadores de solutos SLC2, que está compuesta por una serie de 

transportadores de glucosa conocidos como GLUT. Catorce transportadores de glucosa se 

expresan en el humano y entre ellos se incluyen transportadores para sustratos distintos a la 

glucosa, como la fructosa, el mioinositol o el urato (Thorens y Mueckler, 2010). Con la 

excepción de GLUT1 que se expresa de manera ubicua en el organismo, los miembros de la 

familia de los transportadores de glucosa se expresan de una manera tejido-específica. Dada 

la heterogeneidad celular en el SNC, se han reportado casi todos los tipos de transportadores 

en el cerebro de mamíferos en preparaciones in vitro e in vivo (Simpson et al., 2007) aunque 

el papel que desempeña cada uno de ellos aún no ha sido descrito a detalle (Figura 1). 

El transporte de glucosa en el cerebro de mamíferos se da predominantemente por los 

transportadores GLUT1 y GLUT3 que se expresan en todo este órgano y cuya localización y 

características cinéticas se encuentran bien establecidas. Se han reportado dos isoformas del 

transportador GLUT1 que difieren entre sí por el grado de glucosilación (55 y 45 KDa). La 

diferencia en sus pesos moleculares no parece implicar cambios en la estructura de la proteína 

o en las características cinéticas del transportador. La isoforma de 55 KDa se encuentra 

exclusivamente en las células endoteliales de la microvasculatura que conforma la BHE, donde 

se encuentra presente tanto en la capa luminal como en la abluminal y en un reservorio al 

interior de estas células. La distribución de este transportador en las células endoteliales puede 

variar en función de la disponibilidad de glucosa; se ha demostrado que en ratas expuestas 

crónicamente a la hipoglucemia se incrementa la captura de glucosa debido a un aumento en 

la expresión de transportadores GLUT1 en la capa luminal de los vasos sanguíneos (Simpson 

et al., 2007). El transportador GLUT1 también se ha localizado en las neuronas encontrándose 

predominante en los cuerpos celulares y en menor medida en los axones (Qutub y Hunt, 2005; 

Magistretti y Allaman, 2008) (Figura 1). La isoforma de 45KDa de GLUT1 se encuentra en las 

células gliales así como en las membranas basolateral y apical del plexo coroideo y en las 

células ependimales. En condiciones normales la expresión de GLUT1 en neuronas es muy 

limitada; sin embargo la expresión de este transportador se incrementa en respuesta a 

estímulos estresantes externos o cuando las neuronas crecen en cultivo.  
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El transportador GLUT3 en el cerebro se localiza casi exclusivamente en neuronas; 

también se ha detectado la expresión de GLUT3 en espermatozoides, plaquetas, células de la 

placenta y ciertos tipos de gliomas humanos: todos estos tipos celulares se caracterizan por 

su alto consumo de energía.  

El transportador GLUT5 se encuentra localizado en las células microgliales, que son los 

macrófagos residentes del cerebro y que se encargan de la respuesta inmune e inflamatoria 

en el SNC. La localización de otros transportadores de glucosa se esquematiza en la figura 1 

(Simpson et al., 2007). 

 

Figura 1. Representación esquemática de la localización de los transportadores de glucosa (GLUT) y de los 

transportadores de monocarboxilatos (MCT) en el cerebro de mamíferos (adaptado de Simpson et al., 2007). 
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2.3 Metabolismo energético de la glucosa 

Una vez en el interior de la célula la glucosa es principalmente catabolizada por la vía 

de la glucólisis. El primer paso en esta vía es la fosforilación de la glucosa en el carbono seis 

por la enzima hexocinasa para formar glucosa-6-fosfato (G6P). Gran parte de la G6P se 

degrada hacia piruvato a través de una serie de reacciones que resultan en la producción neta 

de 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa; sin embargo parte de la G6P puede ser 

utilizada para formar glucosa-1-fosfato que se utiliza en la síntesis de glucógeno para generar 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato en su forma reducida (NADPH) y ribosa-5-fostafo a 

través de la vía de las pentosas fosfato. La glucólisis es una vía metabólica que ocurre en 

todas las células del cerebro.  

Bajo condiciones aeróbicas el piruvato es descarboxilado oxidativamente para generar 

acetil coenzima A (AcoA) en una reacción catalizada por el complejo piruvato descarboxilasa 

en la mitocondria. La AcoA entra en el ciclo de Krebs en donde se une con una molécula de 

oxaloacetato para producir citrato iniciando así una serie de reacciones químicas 

enzimáticamente catalizadas que son de vital importancia en todas las células. Durante este 

ciclo ocurre la completa oxidación de los carbonos de la AcoA con la subsecuente formación 

de trifosfato de guanosina (GTP), nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) y flavina adenina 

dinucleótido (FADH2) ambas en su forma reducida; estos últimos transfieren sus electrones 

durante la fosforilación oxidativa hacia distintos aceptores de electrones en forma consecutiva, 

donde el aceptor final es el oxígeno (O2). La energía liberada por el flujo de electrones a través 

de esta cadena de transporte es utilizada para acarrear protones hacia el espacio 

intermembranal de la mitocondria para generar un gradiente electroquímico. Esta energía 

almacenada es utilizada en la última etapa para sintetizar ATP en una reacción enzimática 

catalizada por un complejo denominado ATP sintasa. De esta manera bajo condiciones 

aeróbicas cada molécula de glucosa produce un total de 36 a 38 moléculas de ATP siendo 

completamente oxidada hacia CO2 y agua a través de estas vías metabólicas (Beltrán et al., 

2012; Peña et al., 2004). Una representación esquemática de la glucólisis, el ciclo de Krebs y 

la fosforilación oxidativa se presenta en la figura 2. 

Por otro lado, la glucosa puede ser oxidada a través de una vía alterna conocida como 

la vía de las pentosas fosfato. Esta vía tiene dos fases: la primera es la oxidativa y se genera 

NADPH. En las células del cerebro así como en las células de otros tejidos el poder reductor 
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es proporcionado por esta molécula. Muchas reacciones biosintéticas en las cuales los 

precursores se encuentran en un estado más oxidado que los productos finales requieren de 

energía en la forma de poder reductor que es donada directamente por el NADPH. La segunda 

fase de la vía es conocida como no oxidativa y es aquí donde se sintetizan los carbohidratos 

de cinco carbonos que se acoplan con las bases de los ácidos nucleicos. Si bien esta vía 

implica la oxidación de glucosa, su función principal es más anabólica que catabólica.  

La glucosa también forma parte de la estructura del glucógeno, un polímero de glucosa 

que directamente puede proveer de energía al organismo cuando existe una alta demanda de 

este carbohidrato y la glucosa libre no se encuentra disponible en cantidad suficiente por 

alguna razón. El glucógeno se sintetiza a partir de G6P y su síntesis está regulada por dos 

enzimas: la glucógeno sintasa y la glucógeno fosforilasa. En relación a otros tejidos como el 

hígado, el contenido de glucógeno en el cerebro es bajo, siendo los astrocitos en donde se 

encuentra este polímero de glucosa (Brown y Ransom 2007; Beltrán et al., 2008). 

Una de las funciones más relevantes de la glucosa fuera del metabolismo energético es 

servir como precursor en la síntesis de algunas moléculas como la acetilcolina, lactato, 

glutamato, glutamina, aspartato, GABA y alanina (Figura 2). El esqueleto de carbono de la 

glucosa también puede ser incorporado hacia la síntesis de lípidos (McKenna et al., 2006).  

 

Figura 2. Representación esquemática de las rutas metabólicas que sigue la glucosa para la generación de 

energía y en la síntesis de diversas moléculas.  

Vía de las 
pentosas 
fosfato

Síntesis de 
glucógeno

Síntesis de 
neurotransmisores

NADPH y 
azúcares de 5 

carbonos

Glutamato, 
acetilcolina, 
GABA, etc.
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2.4 Sustratos energéticos alternos a la glucosa 

Bajo ciertas condiciones el cerebro es capaz de oxidar otros sustratos diferentes a la 

glucosa para obtener energía; una de ellas es el ayuno prolongado y la otra se presenta 

durante el periodo de lactancia. Las principales moléculas que se utilizan en estas condiciones 

son los cuerpos cetónicos, acetoacetato (AcAc) y D--hidroxibutirato (DBHB) (Hawkins et al., 

1971; Nehlig y Pereira de Vasconcelos, 1993) (Figura 3).  

La biosíntesis de cuerpos cetónicos predominantemente tiene lugar en el hígado en 

donde los ácidos grasos son degradados mediante la -oxidación para generar AcoA, NADH 

y FADH2. Normalmente la AcoA es completamente oxidada mediante el ciclo de Krebs; sin 

embargo, si existe una deficiencia energética proveniente de la ausencia de glucosa, la AcoA 

se utiliza para sintetizar cuerpos cetónicos como se muestra en la figura 3. 

La biosíntesis inicia con dos moléculas de AcoA unidas por la enzima tiolasa para formar 

acetoacetil coenzima A; ésta molécula pierde una molécula de coenzima A por la acción de la 

hidroximetilglutaril coenzima A sintasa (HMG-CoA sintasa) para generar el intermediario -

hidroxi--metil glutaril coenzima A que al perder su última molécula de coenzima A gracias a 

la enzima hidroximetilglutaril coenzima A liasa (HMG-CoA liasa) produce AcAc el cual a su vez 

puede reducirse en uno de los carbonilos por la acción de la enzima D--hidroxibutirato 

deshidrogenasa para generar DBHB o acetona en menor cantidad por descarboxilación no 

enzimática. La acetona es un compuesto de bajo peso molecular que se produce en cantidades 

menores que los otros dos cuerpos cetónicos y que se elimina fácilmente durante la exhalación 

(Peña et al., 2004). 

Luego de ser sintetizados en el hígado, los cuerpos cetónicos son transportados por la 

sangre desde este órgano hacia los tejidos periféricos y al cerebro en donde son metabolizados 

para originar de nuevo AcoA en una serie de pasos inversa a la que se siguió para su síntesis 

de la siguiente manera: la oxidación del grupo carbonilo en la molécula de DBHB requiere de 

nicotina adenina dinucleótido en su estado oxidado (NAD+) y de la enzima D--hidroxibutirato 

deshidrogenasa para formar AcAc y una molécula de NADH. La generación de acetoacetil 

coenzima A requiere de la transferencia de una molécula de coenzima A proveniente de la 

succinil coenzima A y de la enzima -cetoacil coenzima A transferasa. Finalmente, la unión de 

una segunda molécula de coenzima A sobre la acetoacetil coenzima A impulsa la formación 
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de dos moléculas con coenzima A en un proceso catalizado por la enzima tiolasa produciendo 

finalmente dos moléculas de AcoA. 

Las células hepáticas no son capaces de consumir los cuerpos cetónicos que producen 

debido a que carecen de la enzima -cetoacil-CoA-transferasa (Peña et al., 2004; Beltrán et 

al., 2008). La figura 3 muestra los pasos de la síntesis y el metabolismo de los cuerpos 

cetónicos. 

 

Figura 3. Metabolismo de los cuerpos cetónicos. A. Síntesis de acetoacetato, acetona y D--hidroxibutirato en el 

hígado a partir de acetil-CoA. B. Producción de acetil-CoA a partir de cuerpos cetónicos en sitios como el cerebro, 

corazón y músculo esquelético. 
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2.5 Transportadores de monocarboxilatos 

Los cuerpos cetónicos tienen un carácter predominantemente polar y no son capaces 

de atravesar a la BHE por difusión simple; por lo tanto, necesitan de transportadores que se 

encarguen de llevarlos desde el torrente sanguíneo a través de la BHE, hacia el interior de la 

célula o de un tipo de célula a otro (Pierre y Pellerin, 2005).  

Los transportadores que se encargan de hacer pasar a los cuerpos cetónicos a través 

de la BHE son los transportadores de monocarboxilatos (MCT) que pertenecen a la familia de 

transportadores SLC16 compuesta de 14 miembros, de los cuales solo los transportadores de 

monocarboxilatos 1 al 4 acarrean moléculas metabólicamente relevantes cotransportando 

lactato, piruvato o cuerpos cetónicos junto con protones hacia el interior de la célula mediante 

un mecanismo de simporte con una estequiometría equimolar 1:1. 

Los transportadores MCT 1-4 se encuentran en el cerebro y pueden distinguirse no solo 

por sus características cinéticas sino también por su distribución. El transportador MCT1 en el 

cerebro se encuentra localizado en las células endoteliales que componen la BHE, en las 

células ependimales alrededor de los cuatro ventrículos, en los astrocitos y en menor medida 

en otros tipos celulares. La expresión de MCT1 está estrechamente relacionada con el 

desarrollo: en el periodo postnatal está ampliamente distribuido en todos los tipos celulares. 

Se ha observado que esta distribución coincide con el periodo de lactancia y con una activa 

cetogénesis en roedores. El incremento de este transportador favorece la producción y el uso 

de cuerpos cetónicos como sustrato energético durante esta etapa del desarrollo (Vanucci y 

Simpson, 2003). 

La expresión del transportador MCT2 es especie-específica, encontrándose en niveles 

altos en roedores y de manera más restringida en humanos (Halestrap y Wilson, 2012). Se 

encuentra preferentemente localizado en las neuronas de la corteza cerebral, del hipocampo 

y del cerebelo, localizándose en menor medida en los astrocitos. (Simpson et al., 2007). 

La expresión del transportador MCT3 se encuentra limitada al plexo coroideo y al epitelio 

retinal pigmentado mientras que el transportador MCT4 ha sido extensamente estudiado en el 

músculo esquelético, en donde se sabe que es responsable de la exportación de lactato desde 

las fibras musculares. En el cerebro, este transportador se localiza exclusivamente en los 

astrocitos. (Pierre y Pellerin, 2005; Simpson et al., 2007; Halestrap y Wilson, 2012). 
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La figura 1 esquematiza la distribución de los transportadores de monocarboxilatos en 

el cerebro. 

 

2.6 Propiedades neuroprotectoras de los cuerpos cetónicos 

Los cuerpos cetónicos tienen la principal función de actuar como moléculas de reserva 

energética en el organismo. Sin embargo, en diversos estudios se ha demostrado que poseen 

propiedades neuroprotectoras evaluadas en varios modelos experimentales de enfermedades 

neurodegenerativas e incluso en la práctica clínica. 

En los años veinte existían pocas opciones para el tratamiento de la epilepsia. En 1921 

Russel Wilder creó la dieta cetogénica en la clínica Mayo para el tratamiento de la epilepsia 

refractaria infantil. Con el desarrollo de anticonvulsivantes como la fenitoína el uso de la dieta 

cetogénica cayó rápidamente en desuso hasta que a mediados de los noventa se recuperó el 

interés en el uso y aplicación de esta dieta en pacientes epilépticos que no respondían a los 

tratamientos farmacológicos disponibles. La dieta cetogénica clásica tiene una composición 

aproximada de cuatro partes de grasas y una parte de carbohidratos y proteínas. La 

disminución drástica en la cantidad de carbohidratos en la dieta reduce la disponibilidad de 

glucosa y en su lugar, los ácidos grasos se usan en el hígado para producir AcAc y DBHB que 

se metabolizan para producir energía, que en gran medida va hacia las neuronas (Kossof y 

Hartman, 2012; Lutas y Yellen 2013). 

 El uso de la dieta cetogénica a nivel clínico se ha enfocado principalmente a pacientes 

pediátricos. Recientemente Kayyali y sus colaboradores (2014) reportaron la efectividad de 

una dieta cetogénica en veinte pacientes pediátricos con una edad promedio de 4.5 meses. 

Quince de los pacientes no respondieron al tratamiento para la epilepsia recomendado por la 

Academia Americana de Neurología que consiste en administrar bajas dosis de la hormona 

adrenocorticotropina o la administración de vigabatrina, un agente antiepiléptico que inhibe el 

catabolismo de GABA uniéndose irreversiblemente a la enzima GABA transaminasa (Leach, 

et al., 1996). En los cinco pacientes restantes el tratamiento con estas dos opciones no se 

consideró viable debido a los potenciales efectos adversos de su uso, ya que el tratamiento 

con vigabatrina se ha asociado con la pérdida permanente de la visión y el tratamiento con la 

hormona adrenocotricotropina, con el desarrollo de hipertensión, debilitamiento del sistema 

inmune y el desarrollo de úlceras intestinales y estomacales (American Academy of Neurology, 
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2012; Greenfield Jr., 2013). Luego de tres meses en tratamiento con una dieta cetogénica se 

observó una reducción del 50% en la frecuencia e intensidad de las convulsiones en el 70% 

de los pacientes. 

Algunos de los mecanismos que se han propuesto para explicar la efectividad de la dieta 

cetogénica en el tratamiento de la epilepsia refractaria fueron revisados recientemente por 

Lutas y Yellen (2013). El transporte del glutamato hacia las vesículas sinápticas está mediado 

por transportadores vesiculares (VGLUT); el AcAc, un cuerpo cetónico cuya concentración se 

eleva en pacientes que consumen una dieta cetogénica, es capaz de inhibir a los VGLUT al 

competir con el ion cloruro (Cl-) por el sitio de regulación alostérica en estos transportadores. 

Cuando el AcAc fue aplicado en rebanadas hipocampales de cerebro, la transmisión 

glutamatérgica hacia las células piramidales de la región CA1 se redujo de manera 

significativa. Esta reducción en la señalización mediada por glutamato puede potencialmente 

contribuir a la efectividad de la dieta cetogénica (Juge et al., 2010). Por otro lado, se sabe que 

el metabolismo de la glucosa disminuye durante el consumo de una dieta cetogénica y que los 

cuerpos cetónicos se vuelven la principal fuente de energía para el cerebro. Se cree que las 

bombas de iones que se localizan en la membrana celular utilizan el ATP que proviene de la 

glucólisis. El consumo submembranal del ATP por estas bombas iónicas está en estrecha 

relación con un canal de potasio que no permite el paso de este ion en presencia de ATP (canal 

KATP). La disminución del ATP proveniente de la glucólisis en las cercanías de la membrana 

celular como resultado de la dieta cetogénica, causa una disminución del ATP a este nivel y la 

activación del canal KATP que permite el paso del K+, hiperpolarizando a la célula y en 

consecuencia disminuyendo su excitabilidad (Ashcroft y Gribble, 1998).  

Por otro lado, muchas de las propiedades neuroprotectoras de los cuerpos cetónicos se 

han evaluado en modelos experimentales. En la tabla 1 que se muestra a continuación, se 

resumen algunos de los estudios y los hallazgos que se han hecho en este campo: 
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Tabla 1. Propiedades neuroprotectoras de los cuerpos cetónicos en diversos modelos experimentales. 

Tipo de daño Referencia 

Vía de 
administración 
de los cuerpos 

cetónicos 

Estrategia Resultado 

Daño 
inducido por 
glutamato 

Massieu et 
al., 2003 s.c. 

Infusión de AcAc por 
14 días previos a la 

administración i.c.v. de 
glutamato. 

Disminución del daño 
neuronal, del volumen 
de lesión e incremento 

del ATP celular. 

Daño 
inducido por 
glutamato 

Noh et al., 
2006b 

p.o. 

Ratones alimentados 
durante 21 días con 
una dieta cetogénica 

previo al daño 
neuronal inducido con 

ácido kaínico 

Preservación de las 
neuronas 

hipocampales por la 
inhibición de la 

apoptosis mediada por 
caspasa 3 

Mejía-
Toiber et 
al., 2006 

i.v. 
NaBHB aplicado antes 

de la neurotoxicidad 
inducida por glutamato 

El NaBHB reduce el 
daño en el estriado y la 

lipoperoxidación 

Maalouf et 
al., 2007 In vitro 

DBHB aplicado en un 
modelo de la 

neurotoxicidad del 
glutamato en 

rebanadas de cerebro 

Reducción de la 
formación de radicales 
libres y aumento de la 

respiración 
mitocondrial 

Hipoxia 

Puchowicz 
et al., 2005 p.o. 

Ratas alimentadas con 
una dieta cetogénica 
durante 3 semanas 

previas al daño 
hipóxico 

Disminución del lactato 
cerebral e incremento 
en la tolerancia a la 

hipoxia 

Masuda et 
al., 2005 In vitro 

Cultivos neuronales 
expuestos a hipoxia en 
presencia de NaBHB 
en el medio de cultivo 

Disminución de la 
muerte celular y del 
número de células 

apoptóticas; la 
integridad de la 

membrana mitocondrial 
se mantuvo 

Isquemia 
cerebral 

Suzuki et 
al., 2001 i.v. 

Ratas infundidas con 
BHB (30 mg·Kg-1·h-1) 

de 3 a 6 horas 
después de la oclusión 
bilateral de la arteria 

carótida 

Disminución del edema 
cerebral, del contenido 
de sodio e incremento 
de los niveles de ATP 
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Tipo de daño Referencia 

Fuente de 
administración 
de los cuerpos 

cetónicos 

Estrategia Resultado 

Isquemia 
cerebral 

Suzuki et 
al., 2002 i.v. 

Infusión de BHB  
(30 mg·Kg-1·h-1) 
durante 22 horas 

después de la oclusión 
de la arteria cerebral 

media 

Disminución del 50% 
del volumen de infarto, 
del edema cerebral, de 

la peroxidación de 
lípidos y de los déficits 

neurológicos  

Puchowicz 
et al. 2008 p.o. o i.c.v. 

Ratas implantadas con 
una bomba de 

liberación de NaBHB 
i.c.v. 4 días antes de la 
oclusión de la arteria 

cerebral media o 
alimentadas con una 
dieta cetogénica 3 

semanas antes de la 
oclusión de la misma 

arteria 

Disminución del 
volumen de infarto en 
un 55% y 70% con la 
infusión de BHB y por 

la dieta cetogénica 
respectivamente 

Tai et al., 
2008 p.o. 

Ratas alimentadas 
durante 25 días antes 
del paro cardiaco de 

8.5 minutos para 
mimetizar un evento 

isquémico en el 
cerebro 

9 días después del 
paro no se encontraron 

células positivas a 
Fluoro-Jade B en la 
región CA1 ni en el 

cerebelo en el grupo 
alimentado con la dieta 

cetogénica 

Lesión 
cerebral por 

trauma 

Prins et al., 
2005 p.o. 

Ratas alimentadas con 
una dieta cetogénica y 

posteriormente 
expuestas a la lesión 
cerebral traumática  

Reducción en un 50% 
del volumen de 

contusión cerebral 

Hu et al., 
2009 p.o. 

Ratas alimentadas con 
una dieta cetogénica 

previo a la lesión 
cerebral traumática 

Reducción del edema y 
de la apoptosis celular 
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Tipo de daño Referencia 

Fuente de 
administración 
de los cuerpos 

cetónicos 

Estrategia Resultado 

Hipoglucemia  
Haces et 
al., 2008 In vitro e i.p. 

Presencia de AcAc y 
DBHB en el medio de 

cultivo durante la 
inhibición glucolítica en 
cultivos de neuronas 

hipocampales; 
administración de 

DBHB o AcAc durante 
la hipoglucemia severa 

en ratas 

En los cultivos con los 
cuerpos cetónicos 

hubo una reducción de 
la muerte neuronal 

luego de la inhibición 
glucolítica. In vivo se 

redujo la peroxidación 
de lípidos en el grupo 

tratado con DBHB  

Enfermedad 
de Parkinson 

Cheng et 
al., 2009 p.o. 

Ratas alimentadas con 
una dieta cetogénica 2 
semanas antes de la 
administración de 6-
OHDA en el estriado 

Preservación de las 
células dopaminérgicas 
y del glutatión reducido 

Imamura et 
al., 2006 In vitro 

NaBHB incubado por 1 
hora en células de 

neuroblastoma y luego 
expuesto por 48 horas 

a rotenona y 3-NPA 

Aumento en la 
sobrevivencia celular, 

conservación de la 
actividad mitocondrial, 

disminución de la 
liberación de citocromo 
c y de la actividad de 
las caspasas 9 y 3 

Zhang et 
al., 2013 p.o.  

Un derivado de 3-
hidroxibutirato, HBME, 
administrado a diario 
por 2.5 meses en un 
modelo de Alzheimer 

con ratones 
transgénicos 

Se encontró una 
reducción en la 

deposición del péptido 
-amiloide en el 

hipocampo 

Enfermedad 
de Alzheimer 

 
 

Yao et al., 
2011 

Cetosis inducida 
por 2-DG 

Ratones hembra 
transgénicos 3XTgAD 
recibieron una dieta 

con 2-DG por 7 
semanas 

La cetosis incrementó 
la bioenergética 

mitocondrial, redujo la 
generación de péptido 
-amiloide y estimuló 

su degradación. 

Van der 
Auwera et 
al., 2005 

p.o. 

Ratones hembra 
transgénicos 

APP/7171 alimentados 
43 días con una dieta 

cetogénica 

Reducción de la 
cantidad de péptido -

amiloide 1-42 y 1-40 en 
el cerebro. 
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Tipo de daño Referencia 

Fuente de 
administración 
de los cuerpos 

cetónicos 

Estrategia Resultado 

Enfermedad 
de Huntington 

Lim et al., 
2011 s.c. 

Ratones tratados con 
3-NPA  y ratones R6/2 
implantados con una 

bomba subcutánea de 
liberación de DBHB 

En los ratones R6/2 el 
DBHB extendió la 

sobrevivencia y atenuó 
las deficiencias 

motoras 
s.c., vía subcutánea; i.c.v., intracerebroventricular; p.o., por vía oral; HBME, 3-hidroxibutirato metil éster; BHB, -

hidroxibutirato; NaBHB, -hidroxibutirato de sodio; i.v., vía intravenosa; 6-OHDA, 6-hidroxidopamina; 3-NPA, 

ácido 3-nitropropiónico; 2-DG, 2-deoxiglucosa. Adaptado y modificado de White y Vankatesh, 2011. 

 

Adicionalmente, se ha demostrado que los cuerpos cetónicos también tienen efecto 

contra el estrés oxidante: en un estudio de nuestro grupo se evaluó la capacidad antioxidante 

del DBHB en ensayos in vitro y se encontró que actúa como atrapador de especies pro 

oxidantes, en particular, el radical hidroxilo ( OH ) (Haces et al., 2008).  

En un trabajo reciente, se reportó que el DBHB actúa como un inhibidor endógeno de 

las deacetilasas de histonas clase I. La inhibición de estas enzimas correlacionó con un 

aumento en la transcripción de genes relacionados con la resistencia al estrés oxidante como 

FOXO3A (un factor de transcripción que induce el arresto del ciclo celular y aumenta la 

resistencia al estrés oxidante a través del aumento en la expresión de la catalasa y de la 

superóxido dismutasa mitocondrial) y MT2 (metalotioneína 2, una enzima antioxidante con la 

capacidad de unirse a metales) (Shimazu et al., 2013). Esta capacidad antioxidante también 

se encuentra en el AcAc: Noh y sus colaboradores en 2006 demostraron que este cuerpo 

cetónico disminuye la producción de especies reactivas de oxígeno en una línea celular de 

neuronas hipocampales que se expuso a los efectos del glutamato (Noh et al., 2006a). 

 

Todos estos hallazgos sugieren una participación activa de los cuerpos cetónicos en la 

neuroprotección más allá de servir como una fuente de energía.  
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2.7 La hipoglucemia 

La glucosa desempeña un importante papel en el SNC, ya que la mayor parte de la 

energía proviene de la oxidación de este carbohidrato. Sin embargo, el cerebro no posee la 

capacidad de sintetizar glucosa y tampoco es capaz de almacenarla en grandes cantidades. 

Debido a estas limitaciones, el cerebro es totalmente dependiente del aporte continuo de 

glucosa desde el torrente sanguíneo (Cryer et al., 2003). La concentración de glucosa en el 

cerebro normalmente tiene una relación lineal con la concentración de glucosa en sangre. 

Cuando la concentración sanguínea de glucosa (CSG) se encuentra en el intervalo 70.2 – 

127.8 mg/dL, en el cerebro está entre los 14.4 – 41.4 mg/dL (Suh et al., 2007b). Una 

disminución en la CSG impacta de manera directa sobre la glucosa disponible en el cerebro.  

La concentración de glucosa en la sangre se encuentra regulada por una serie de 

mecanismos que la mantienen en un intervalo de 70 a 110 mg/dL conocido como euglucemia 

(Cryer, 2007). La severidad de los eventos que se originan por la disminución de la 

concentración de glucosa así como la concentración mínima para definir a la hipoglucemia se 

han abordado desde distintos puntos de vista. En la literatura existe poco consenso acerca de 

las concentraciones que deben considerarse para definir a la hipoglucemia y sin embargo, una 

CSG por debajo de los 70 mg/dL es el umbral más comúnmente reportado (Lacherade et al., 

2009). En cuanto a la severidad de la hipoglucemia, se ha descrito que esta se considera 

moderada cuando se tienen concentraciones entre los 60 y 40 mg/dL y una hipoglucemia 

severa se presenta en CSG menores a 40 mg/dL (Languren et al., 2013). 

 Para evitar las discrepancias entre los valores reportados y establecer un criterio 

unificado para definir a la hipoglucemia, la Sociedad Americana de Diabetes y la Sociedad 

Endócrina enunciaron cinco categorías para la clasificación de la hipoglucemia a nivel clínico 

como se muestra en la tabla 2: 
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Tabla 2. Clasificación de los tipos de hipoglucemia de acuerdo con los criterios de la Asociación Americana de 

Diabetes y la Sociedad Endócrina. Adaptado de Alsahli y Gerich, 2013. 

Tipo de 
hipoglucemia 

Definición 

Documentada 

sintomática 

Un evento durante el cual los síntomas típicos de la hipoglucemia (mareo, 

hambre, palpitaciones, etc.) se asocian con una concentración sanguínea de 

glucosa ≤ 70 mg/dL 

Severa 
Un evento que requiere la asistencia de otra persona para administrar 

carbohidratos, glucagón u otras acciones resucitativas 

Asintomática 
Un evento que no se acompaña de los síntomas típicos de la hipoglucemia 

pero que tiene una concentración sanguínea de glucosa ≤ 70 mg/dL 

Probablemente 

sintomática 

Un evento durante el cual los síntomas de la hipoglucemia no se acompañan 

de una medición de la concentración de glucosa pero que fue 

presumiblemente causada por una concentración sanguínea de glucosa  

≤ 70 mg/dL 

Pseudo 

hipoglucemia 

Un evento durante el cual la persona con diabetes reporta cualquiera de los 

síntomas típicos de la hipoglucemia con una concentración sanguínea de 

glucosa > 70 mg/dL o que se aproxima a esta concentración. 

 

Para prevenir o revertir la hipoglucemia existen una serie de mecanismos que actúan 

de manera jerárquica para restaurar la euglucemia. La reducción de la secreción de insulina 

es la primera línea de defensa contra la hipoglucemia y ocurre todavía dentro de la euglucemia 

a una CSG de 81 mg/dL; de esta forma se reduce el consumo de glucosa en tejidos que 

dependen de la señalización de insulina.  

Cuando la concentración de glucosa disminuye a aproximadamente 68 - 70 mg/dL hay 

un incremento en la secreción de hormonas contra reguladoras como el glucagon secretado 

por las células  del páncreas y la adrenalina proveniente de la médula adrenal que tienen 

efectos casi inmediatos. El glucagon se encarga de estimular la liberación de glucosa en el 

hígado por la activación de la degradación de glucógeno (glucogenolisis) y la síntesis de 

glucosa a partir de piruvato (gluconeogénesis); la adrenalina estimula las mismas vías en el 

hígado, pero además estimula la lipólisis en el tejido adiposo y disminuye la secreción de 

insulina. La hormona de crecimiento y el cortisol también son secretadas cerca de estas 

concentraciones de glucosa y ambas se encargan de estimular la cetogénesis y la 
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gluconeogénesis en el hígado, pero los efectos de su acción se evidencian luego de varias 

horas. La secreción de adrenalina es la principal responsable de causar los llamados síntomas 

neurogénicos o autonómicos que son el resultado de la percepción de cambios fisiológicos 

derivados de la activación del sistema nervioso autónomo; algunos de estos síntomas incluyen 

mareos, palpitaciones, ansiedad, hambre, sudoración, parestesias, entre otros.  

Si la concentración de glucosa sigue disminuyendo hasta los por debajo de los 54 mg/dL 

se presentan los llamados síntomas neuroglucopénicos que derivan directamente de la falta 

de glucosa en el cerebro; algunos de ellos son: visión borrosa, confusión, debilidad y fatiga, 

ojos vidriosos, dificultad en la concentración, conducta aberrante, entre otros. La percepción 

tanto de los síntomas autonómicos como de los neuroglucopénicos tiene la finalidad de 

estimular la ingestión de alimentos. 

 Si todas estas defensas fallan y la hipoglucemia sigue progresando hasta CSG cercanas 

o menores a los 30 mg/dL pueden ocurrir convulsiones y deficiencias neurológicas 

permanentes; si la severidad de la hipoglucemia se mantiene o la CSG sigue disminuyendo 

puede presentarse un episodio de coma, el cual si no es rápidamente atendido puede 

ocasionar daños neurológicos permanentes dependiendo de su duración o incluso a la muerte 

del paciente (Cryer, 2003; Cryer, 2007; Alzahli y Gerich, 2013). 

 

2.8 Relevancia clínica de la hipoglucemia 

En los años treinta del siglo pasado Manfred Sakel introdujo la hipoglucemia causada 

por la administración de insulina como una terapia para el tratamiento de la esquizofrenia. La 

hipoglucemia se producía con la finalidad de alcanzar un periodo de coma de máximo 30 

minutos. A finales de la segunda guerra mundial esta estrategia fue abandonada debido a la 

aparición de tratamientos más efectivos y seguros. Hoy en día la hipoglucemia es vista 

principalmente en el contexto de padecimientos como la diabetes (Auer, 2004). 

Existen múltiples causas de hipoglucemia pero en más del 90% de los casos son los 

pacientes con diabetes tipo I, que dependen de la administración exógena de insulina, los que 

la padecen como resultado de la administración de dosis inadecuadas de esta hormona o de 

la incorrecta administración de secretagogos de insulina (Díaz Portillo et al., 1997). 
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 Estos pacientes sufren de múltiples episodios de hipoglucemia asintomática; pueden 

tener CSG de entre 50 – 60 mg/dL el 10% del tiempo, sufren un promedio de dos episodios de 

hipoglucemia sintomática por semana y un episodio de hipoglucemia severa por año. Se 

estima que del 2 al 4% de las muertes en pacientes con este tipo de diabetes son atribuidas 

directamente a la hipoglucemia (Cryer, 2007). 

 Adicionalmente, en los pacientes con diabetes tipo I el mecanismo contra regulador de 

la hipoglucemia está seriamente dañado: la secreción endógena de insulina se vuelve 

totalmente deficiente en los primeros años de la diabetes; de esta forma, la insulina 

administrada de manera exógena que llega a la circulación no tiene ninguna regulación y en 

consecuencia mientras la concentración de glucosa disminuye, los niveles de insulina no lo 

hacen. La respuesta del glucagon frente a la hipoglucemia también se pierde en las etapas 

tempranas de la diabetes. Este defecto coincide con la pérdida de la secreción endógena de 

insulina y es típicamente la regla en la diabetes tipo I. En algunos pacientes la respuesta contra 

reguladora a la hipoglucemia se mantiene gracias a la acción de la adrenalina. Sin embargo, 

después de algunos años esta respuesta también se pierde. Por otro lado, los pacientes con 

diabetes tipo I frecuentemente sufren de hipoglucemia asintomática o inadvertida, ya que no 

presentan la respuesta autonómica que los lleva a reaccionar ante la disminución de la glucosa 

en sangre (ingesta de alimentos antes de que la neuroglucopenia ocurra). Se ha reportado que 

la hipoglucemia asintomática se presenta en alrededor del 50% de los pacientes que ya tienen 

varios años viviendo con diabetes e incrementa hasta en seis veces el riesgo de aparición de 

un evento de hipoglucemia severa. 

Otra de las serias consecuencias de la hipoglucemia en los pacientes con diabetes tipo 

1 es el deterioro importante en la calidad de vida del paciente y de sus familiares, ya que una 

vez que sufrieron un episodio de hipoglucemia severa se desarrolla un miedo a padecer un 

segundo episodio, ya sea durante el periodo de vigilia o peor aún en episodios nocturnos, 

llevándolos a sufrir de ansiedad constantemente (Cryer et al., 2003).  

En los pacientes con diabetes tipo 2 la frecuencia de aparición de hipoglucemia es 

sustancialmente menor que en la diabetes tipo I. Se estima que el total de casos de 

hipoglucemia en pacientes con diabetes tipo II equivale solo al 10% del total de casos de 

hipoglucemia que se presenta en pacientes con diabetes tipo I.  
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Otras causas menos frecuentes de hipoglucemia son la presencia de insulinomas, el 

ayuno excesivamente prolongado, el ejercicio extenuante, la desnutrición, sepsis, quemaduras 

y la administración de sustancias (aparte de los hipoglucemiantes) que reducen la CSG como 

el alcohol y los salicilatos (Cryer, 2003; Cryer 2007; Alsahli y Gerich, 2013). 

 

2.9 Comportamiento electroencefalográfico durante la hipoglucemia 

El electroencefalograma (EEG) ha sido una herramienta que se ha utilizado en la 

evaluación de la actividad eléctrica del cerebro en una amplia variedad de condiciones como 

la hipoxia y la isquemia. El EEG consiste en una serie de ondas en el intervalo alfa de 8 - 13 

Hz (ondas ) y en el intervalo beta de 13 – 30 Hz (ondas ). Normalmente el intervalo teta de 

4 – 8 Hz (ondas ) constituye un componente menor del EEG. La actividad en el intervalo delta 

de 0.5 – 4 Hz (ondas ) está ausente durante la vigilia (Auer, 2004). 

En la hipoglucemia, la actividad eléctrica del cerebro se modifica de manera importante, 

y estos cambios pueden ser observados a través del EEG, donde se presentan patrones 

estereotípicos que son comunes a humanos, primates y otros mamíferos (Rabinovici et al., 

2000). Conforme la hipoglucemia se vuelve paulatinamente más severa, el EEG muestra una 

disminución en las ondas desincronizadas, de baja amplitud y alta frecuencia (ondas ) y se 

incrementan las ondas de alta amplitud y baja frecuencia (ondas ) a CSG de entre 18 – 36 

mg/dL. Gradualmente se observa que las ondas decrecen en frecuencia hasta la aparición de 

las ondas que coinciden con el estupor y la somnolencia a nivel clínico y que son el evento 

que antecede a la presencia del coma. Metabólicamente esta etapa corresponde con el 

agotamiento de los carbohidratos en el cerebro hasta que ocurre una falla energética por la 

ausencia casi total de glucosa. Con el incremento en la duración de la hipoglucemia las ondas 

 se vuelven menos frecuentes hasta que paulatinamente se llega a un trazo plano en el EEG 

conocido como periodo isoeléctrico en donde la actividad eléctrica cerebral prácticamente cesa 

y que se mantiene mientras se tengan concentraciones de glucosa en sangre inferiores a 18 

mg/dL. La presencia del periodo isoeléctrico se ha asociado fuertemente con la necrosis 

neuronal (Auer 2004). 

Si durante el periodo isoeléctrico se administra glucosa para revertir el efecto de la 

hipoglucemia, en el EEG se observa un patrón de aparición de ondas recíproco al observado 
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previo a la llegada al periodo isoeléctrico; primero aparecen las ondas  de gran amplitud y 

baja frecuencia hasta que gradualmente se recupera el patrón de ondas predominantemente 

 observado antes de la administración de insulina como se muestra en la Figura 4 (Martin del 

Campo et al., 2009). 

 

Figura 4. Ondas que componen el electroencefalograma. La actividad eléctrica normal del cerebro se ve 

dominada por la presencia de ondas . Mientras la hipoglucemia progresa, aparecen las ondas  y conforme la 

hipoglucemia se hace más severa, aparecen las ondas  y . La reversión de la hipoglucemia severa sigue un 

camino recíproco respecto a la aparición de las ondas (adaptado de http://www.bem.fi/book/13/13.htm) 

 

2.10 Alteraciones del metabolismo energético de la glucosa durante la hipoglucemia 

El cerebro tiene la capacidad de sobreponerse a cortos periodos de hipoglucemia a 

través del consumo de las reservas de glucógeno y mediante el uso de sustratos energéticos 

alternos a la glucosa. Se ha demostrado que la cantidad de los transportadores GLUT1 en el 

lumen de los micro vasos sanguíneos del cerebro de ratas expuestas a hipoglucemia crónica 

se incrementa para favorecer la entrada de glucosa proveniente de las reservas de glucógeno 

en el hígado y en otros tejidos (Simpson et al., 2007). 

Sin embargo durante la hipoglucemia severa que ocurre de manera súbita el flujo a 

través de la glucólisis disminuye considerablemente y en consecuencia, el piruvato que se 

genera en esta vía deja de proveer AcoA hacia el ciclo de Krebs y ocurren una serie de eventos 

que obligan a que este ciclo se adapte para mantener el flujo metabólico y la producción 

energética. 

Beta () 13-30 Hz

Delta() 0.5-4 Hz

Teta () 4-8 Hz

Alfa () 8-13 Hz

Tiempo (s)
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Esta adaptación se da de la siguiente manera: la acumulación de oxaloacetato que no 

puede ser convertido en citrato por la ausencia de AcoA hace que esta molécula salga del ciclo 

a través de una reacción de transaminación con el glutamato para generar -cetoglutarato y 

aspartato. El -cetoglutarato puede entrar de nuevo al ciclo de Krebs para generar succinil 

coenzima A expensas de una acumulación gradual de aspartato en la célula que 

posteriormente sale hacia el espacio extracelular. En la figura 5 se muestra una representación 

esquemática de la adaptación del ciclo de Krebs durante la hipoglucemia (Sutherland et al., 

2008). 

 

Figura 5. Adaptación del ciclo de Krebs durante la hipoglucemia. Las flechas en color gris indican las etapas del 

ciclo de Krebs que no ocurren durante la hipoglucemia. Las flechas negras indican la adaptación del ciclo ante 

este evento (Adaptado de Sutherland et al., 2008) 

 

 Otra alteración bioquímica que se produce durante la hipoglucemia es el desarrollo de 

la alcalosis que se debe al incremento en la producción del amonio que viene del catabolismo 

de proteínas y de la desaminación de aminoácidos para la producción de energía. El amonio 

es una base y su presencia eleva el pH intracelular. Otra razón que explica la alcalosis en la 

hipoglucemia es la deficiencia de lactato al interior de la célula ya que su producción se reduce 

debido a la sensible disminución del flujo a través de la glucólisis.  
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 La falla energética es otra consecuencia evidente de la hipoglucemia: la fosforilación 

oxidativa gradualmente disminuye su actividad y el fosfato inorgánico se incrementa junto con 

el AMP. Una disminución abrupta del ATP ocurre de manera simultánea con la aparición del 

periodo isoeléctrico y la disipación del gradiente de potasio en la membrana celular. Por otro 

lado, el equilibrio redox durante la hipoglucemia favorece el predominio de un ambiente 

oxidante. Así, en los pares redox NAD+/NADH, GSH/GSSG (glutatión reducido/glutatión 

oxidado) y NADP/NADPH predominan las especies del par en su forma oxidada (Auer 2004; 

Suh et al., 2007b). 

 

2.11 Mecanismos de muerte celular en la hipoglucemia 

Estudios pioneros en modelos experimentales de la hipoglucemia reportaron que para 

que ocurra muerte neuronal se requieren de CSG menores a 18 mg/dL acompañadas de la 

aparición del periodo isoeléctrico y que adicionalmente, este debe tener una duración de treinta 

minutos o más. Bajo estas condiciones se demostró que el cerebro no es igualmente sensible 

a la hipoglucemia severa con presencia de periodo isoeléctrico, encontrándose que las 

regiones más vulnerables son el subículo, las neuronas pequeñas y medianas del caudado, la 

región CA1, el giro dentado del hipocampo, las capas superficiales de la corteza y en menor 

medida el cuerpo estriado, particularmente en la región dorsolateral (Auer et al., 1984; Auer et 

al., 1985a; Auer et al., 1985b; Kalimo et al., 1985). 

 Estudios hechos en cerebros humanos de pacientes que murieron luego de un episodio 

de hipoglucemia severa muestran una distribución del daño neuronal semejante a la que se 

observa en los modelos experimentales: las neuronas en la corteza cerebral y en el hipocampo 

se afectan preferencialmente, seguidas de las neuronas localizadas en los ganglios basales y 

en el tálamo. Las neuronas del tallo cerebral, el cerebelo y la médula espinal son generalmente 

más resistentes a la hipoglucemia, al igual que las células gliales (Auer et al 1989). En otro 

estudio se analizó el cerebro de cuatro pacientes en estado vegetativo que quedaron en esas 

condiciones luego de experimentar hipoglucemia severa con presencia de coma mediante 

tomografía computarizada y resonancia magnética. Las imágenes obtenidas de estos 

pacientes mostraron que de manera análoga a los modelos experimentales existen áreas más 

vulnerables a la hipoglucemia como los ganglios basales, la corteza cerebral (en las regiones 

parietal y occipital), la substantia nigra y el hipocampo (Fujioka et al., 1997). 
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 La muerte celular que se produce en la hipoglucemia ha sido objeto de múltiples 

estudios. En un principio se pensaba que este tipo de muerte era el resultado de la ausencia 

de glucosa, y en consecuencia de la ausencia de energía. Posteriormente se describieron una 

serie de eventos que ocurren como consecuencia de la ausencia de glucosa. Los primeros 

estudios en este campo revelaron que durante la hipoglucemia severa con presencia del 

periodo isoeléctrico existe una liberación masiva de aspartato hacia el espacio extracelular. 

Este incremento se debe en gran medida a la adaptación del ciclo de Krebs ante la ausencia 

de AcoA como se describió anteriormente. En la figura 6 se muestra el incremento del aspartato 

durante el periodo isoeléctrico como fue originalmente reportado por Sandberg y sus 

colaboradores en 1986. Estudios in vitro posteriores reportaron que en cultivos de neuronas 

hipocampales expuestos a una hora de ausencia de glucosa, el glutamato también se libera 

en cantidades importantes (Páramo et al., 2010).  

 

Figura 6. Incremento del aspartato en un modelo de la hipoglucemia con presencia de coma (A.) e incremento 

del glutamato en un modelo de hipoglucemia in vitro (B.). Adaptado de Sandberg et al., 1986 y de Páramo et al., 

2010. 

La liberación de aminoácidos excitadores hacia el espacio extracelular llevó a proponer 

la existencia de un mecanismo excitotóxico para explicar la muerte neuronal durante la 

hipoglucemia. El proceso de recaptura de neurotransmisores es dependiente de energía y ya 

que la deficiencia energética impera durante la hipoglucemia severa, se impide entonces la 

recaptura de estos aminoácidos. En este sentido, se reportó que el pre tratamiento con 

antagonistas a los receptores tipo NMDA (receptores para N-metil-D-aspartato) y no NMDA 
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redujo de manera significativa la muerte neuronal hipoglucémica (Wieloch, 1985). Además, 

Butcher y sus colaboradores demostraron en 1987 que la eliminación de las aferentes 

glutamatérgicas corticales hacia el estriado, reduce la muerte neuronal en el estriado de ratas 

hipoglucémicas.  

Recientemente se han hecho una serie de aportes acerca de los eventos que ocurren 

luego de la liberación de aminoácidos excitadores y de los mecanismos que subyacen a la 

muerte celular en la hipoglucemia. La activación de los receptores a NMDA por el exceso de 

aminoácidos excitadores en el espacio extracelular acarrea la entrada de Ca2+ hacia el interior 

de la célula, la producción excesiva de especies reactivas de oxígeno, la activación de 

proteasas dependientes de calcio como las calpainas y puede causar el mal funcionamiento 

de la mitocondria (Lau y Tymianski, 2010). 

Algunos estudios que han utilizado el modelo de hipoglucemia severa con presencia del 

periodo isoeléctrico han identificado que la muerte neuronal es causada por múltiples 

componentes desatados principalmente luego del periodo de reintroducción de glucosa para 

revertir la hipoglucemia severa. Suh y sus colaboradores (2003) demostraron que la enzima 

PARP-1 [poli (ADP-ribosa) polimerasa 1, una enzima encargada de la reparación del DNA], 

juega un papel importante en este tipo de muerte. Ratas con hipoglucemia severa que 

recibieron inhibidores de esta enzima administrados en el momento de la reintroducción de 

glucosa para revertir la hipoglucemia, mostraron una importante reducción de la muerte 

neuronal. De acuerdo con este grupo, la actividad de la PARP-1 consume el NAD+ citosólico 

que es necesario para la glucólisis, de manera que la activación de esta enzima por la 

hipoglucemia severa hace a las células incapaces de metabolizar la glucosa aun cuando la 

disponibilidad de este carbohidrato se restaura (Suh et al., 2007b) contribuyendo posiblemente 

a la muerte de estas células. 

Este mismo grupo recientemente sugirió la participación de un componente inflamatorio 

involucrado en la muerte neuronal usando el mismo modelo de hipoglucemia: reportaron que 

la muerte celular y la activación de la microglía se redujo de manera significativa en la región 

CA1 del hipocampo luego de la administración de minociclina (una tetraciclina con propiedades 

antiinflamatorias) siete días después de la hipoglucemia severa con presencia del periodo 

isoeléctrico (Won et al., 2012). 
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Otros estudios han revelado la importancia de factores relacionados con la apoptosis y 

con la mitocondria en la hipoglucemia. Luego de un periodo isoeléctrico de treinta minutos 

causado por la hipoglucemia severa y de la reintroducción de glucosa por 3, horas se observó 

que en la cresta del giro dentado de ratas expuestas a esta condición hubo fragmentación del 

DNA y un aumento de la permeabilidad en la mitocondria (Ferrand-Drake et al., 1999). Este 

mismo grupo en 2003 demostró que luego de un periodo isoeléctrico de 30 minutos causado 

por hipoglucemia severa se liberan moléculas de la mitocondria como el citocromo c y el factor 

inductor de apoptosis además de que se estimula la actividad de calpainas y de caspasa 3 

(Ferrand-Drake et al., 2003). 

Otro estudio reciente evidenció la participación del estrés del retículo endoplásmico en 

la muerte hipoglucémica en un modelo in vitro. Cuando cultivos de neuronas hipocampales se 

expusieron a un medio sin glucosa se encontró que en este modelo, la ausencia de glucosa 

por diferentes periodos de tiempo incrementa la cantidad de núcleos apoptóticos, la actividad 

de las caspasas 3 y 7, y la presencia de marcadores de estrés reticular (García de la Cadena 

et al., 2014). 

 

2.12 El estrés oxidante y su relación con la hipoglucemia 

 El estrés oxidante es el desequilibrio que se presenta cuando la producción de especies 

oxidantes supera la capacidad antioxidante de un sistema biológico para neutralizarlas. En la 

hipoglucemia el estrés oxidante es otro componente importante en la serie de eventos 

causados por la ausencia de glucosa. La participación del estrés oxidante se reportó en ratones 

expuestos a hipoglucemia severa sin presencia de coma. En este modelo se encontró un 

incremento en la peroxidación de lípidos en homogenados de cerebro de ratones con una CSG 

<18 mg/dL (Patočová et al., 2003). En coincidencia con estos hallazgos, Haces y 

colaboradores (2010), en el modelo de hipoglucemia severa en ratas, reportaron un incremento 

en la peroxidación de lípidos antes del inicio del periodo isoeléctrico en regiones como el 

hipocampo, la corteza cerebral y en menor medida en el cuerpo estriado, así como un 

incremento en las proteínas nitrosiladas luego de la reintroducción de glucosa en las mismas 

regiones.  

 El papel del estrés oxidante durante la reintroducción de glucosa para revertir la 

hipoglucemia severa ha sido objeto de múltiples estudios. En este sentido se ha reportado que 
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la activación de la NADPH oxidasa (NOX) participa en la generación de especies reactivas de 

oxígeno (principalmente del anión superóxido) durante la reintroducción de glucosa. La 

administración de inhibidores farmacológicos de esta enzima, la expresión en cultivos 

neuronales de formas inactivas de la NOX y el bloqueo de su actividad a través de la ausencia 

de NADPH (necesario para la actividad de la NOX) mejoran la sobrevivencia celular luego de 

la reintroducción de glucosa. En este mismo estudio se reportó que la ausencia de zinc bloquea 

el ensamble del complejo NOX y la producción de superóxido (Suh et al., 2007a). 

 El zinc desempeña un papel importante en la generación de estrés oxidante: se ha 

reportado que la reintroducción de glucosa inicia la producción de óxido nítrico, que es 

dependiente de la estimulación de la óxido nítrico sintasa, activada a su vez por el incremento 

en el calcio intracelular (Szydlowska y Tymianski, 2010). El óxido nítrico lleva a la liberación 

del zinc, que estimula a su vez la actividad de la NOX. Las especies reactivas producidas por 

la enzima NOX llevan a la activación de la enzima PARP-1, a la desaparición del NAD+ y 

finalmente a la muerte neuronal (Suh et al., 2004; Suh et al., 2007a; Suh et al., 2007b; Suh et 

al., 2008; Languren et al., 2013). 

 Estudios in vitro en el modelo de ausencia de glucosa han mostrado la participación de 

otros sistemas en la generación de especies oxidantes. En cultivos hipocampales se reportó 

que la ausencia de glucosa favorece la liberación de glutamato, que estimula a los receptores 

tipo NMDA y no NMDA causando un incremento en las concentraciones intracelulares de 

calcio; este incremento estimula la actividad de enzimas generadoras de especies oxidantes 

que son dependientes de calcio como la fosfolipasa A2 (PLA2) y la xantina oxidasa (XaO) 

(Páramo et al., 2010). En otro estudio con el mismo modelo se demostró que la estimulación 

de la actividad de las enzimas PLA2 y NOX (particularmente la enzima NOX2) favorecen la 

activación temprana de la calpaina después de la ausencia de glucosa y que esta enzima 

participa activamente en la muerte neuronal, ya que el uso de inhibidores farmacológicos de la 

calpaina previene la aparición de muerte neuronal (Páramo et al., 2013). 

 En conjunto, todos estos datos evidencian una importante participación del estrés 

oxidante en la hipoglucemia, tanto en etapas tempranas como durante el periodo de 

reintroducción de glucosa para revertir la hipoglucemia. 
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3. Planteamiento del problema 

 

Existe evidencia que apoya la contribución de la generación de especies oxidantes al daño 

inducido por la hipoglucemia severa. Sin embargo, la distribución de especies reactivas de 

oxígeno en regiones discretas del cerebro no se conoce ni tampoco su relación con la 

vulnerabilidad selectiva al daño hipoglucémico. En este trabajo se planteó investigar la 

generación de especies oxidantes y la degeneración celular en regiones discretas del cerebro 

causada por la hipoglucemia severa así como el efecto que tiene la reversión de la 

hipoglucemia mediante la administración de glucosa sobre estos mismos parámetros, ya que 

a nivel clínico, la única manera de revertir un episodio de este tipo es precisamente la 

administración de glucosa. Mediante esta estrategia, se busca establecer la contribución de 

ambos eventos por separado al daño hipoglucémico cerebral. 

 Por otro lado, evidencia reciente indica que los cuerpos cetónicos son capaces de 

neutralizar diversas especies generadoras de estrés oxidante. Adicionalmente, hay estudios 

que señalan que los cuerpos cetónicos pueden disminuir la generación de especies reactivas 

de oxígeno y prevenir la muerte neuronal inducida en condiciones de falla energética causada 

por diversos agentes químicos. Con estos antecedentes, un modelo adecuado para probar la 

acción protectora de los cuerpos cetónicos en condiciones de estrés oxidante in vivo es el 

modelo de hipoglucemia severa. 

En el presente estudio se investigó el efecto del cuerpo cetónico D--hidroxibutirato 

sobre la generación de especies reactivas de oxígeno y la muerte neuronal en un modelo in 

vivo de hipoglucemia severa inducida por la administración de insulina. 
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4. Hipótesis y objetivos 

 

Hipótesis: 

Si la administración de D--hidroxibutirato tiene un efecto antioxidante durante la hipoglucemia 

severa, entonces esta reducción prevendrá la degeneración celular causada por la 

hipoglucemia severa. 

 

Objetivo principal: 

Determinar el efecto del cuerpo cetónico D--hidroxibutirato sobre la generación de estrés 

oxidante y la degeneración celular en regiones discretas del cerebro en un modelo in vivo de 

hipoglucemia severa. 

 

Objetivos secundarios: 

 Determinar la distribución de un marcador de la producción de especies pro oxidantes 

en regiones del cerebro reportadas como vulnerables al daño hipoglucémico en un 

modelo in vivo de la hipoglucemia severa. 

 Establecer la posible relación entre la localización del marcador de especies reactivas 

de oxígeno y las células en proceso de degeneración. 

 Determinar si el D--hidroxibutirato puede reducir la generación de especies reactivas 

de oxígeno y la degeneración celular en distintas regiones del cerebro de ratas 

hipoglucémicas. 
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5. Materiales y métodos  

 

5.1 Modelo de hipoglucemia severa in vivo 

En este trabajo se utilizaron ratas Wistar macho obtenidas del bioterio del Instituto de 

Fisiología Celular de la UNAM, de aproximadamente 3 meses de edad con un peso de entre 

280 y 320 gramos; durante su alojamiento las ratas tuvieron libre acceso a agua y alimento en 

condiciones controladas de temperatura (22°C), luz (un ciclo de 12 h de luz/12 h de oscuridad) 

y humedad (30%) hasta su uso.  

De manera general, las ratas se dividieron en tres grupos: un grupo Control, un grupo 

que tuvo una única administración de insulina i.p. (24 UI/Kg) para inducir una hipoglucemia 

severa (grupo HS, hipoglucemia severa) y otro grupo que recibió la administración de insulina 

i.p. a la misma dosis y que también recibió la administración i.p. de 500 mg/Kg de DBHB (grupo 

HS+DBHB). La dosis total del cuerpo cetónico se dividió en dos partes (figuras 7 y 8): se 

administraron 250 mg/Kg una hora después de la administración de insulina y los 250 mg/Kg 

restantes se administraron justo en el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento 

(P.R.). Cabe señalar que muchos animales (entre ellos las ratas) al ser forzados a permanecer 

con las extremidades hacia arriba, espontáneamente recuperan su postura habitual y se posan 

sobre la superficie apoyando sus cuatro extremidades sobre el suelo; este reflejo se conoce 

como reflejo de enderezamiento. Sin embargo, bajo condiciones como la sedación profunda y 

algunas otras, las ratas se encuentran imposibilitadas para ejecutar este reflejo, un hecho que 

se conoce como pérdida del reflejo de enderezamiento (P.R.). 

En los dos grupos que recibieron la administración de insulina (HS y HS+DBHB) y en el 

grupo Control se administró dihidroetidio (DHE), una molécula que al oxidarse genera etidio 

siendo éste último un indicador de la presencia de especies pro oxidantes. La dosis total de 6 

mg/Kg de DHE que se administró fue dividida en dos partes (figuras 7 y 8): la primera de ellas 

una hora después de la administración de la insulina y la segunda en el momento de la P.R. 

Las ratas del grupo Control recibieron la administración de DHE a tiempos análogos a los de 

aquellas ratas que recibieron la administración de insulina. 

Previo a la administración de insulina tanto los grupos tratados con esta hormona como 

el grupo control se sometieron a un ayuno de 18 horas. Estos tres grupos se manejaron bajo 
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los protocolos de trabajo que se muestran en la figuras 7 y 8 (hipoglucemia severa sin 

reintroducción de glucosa e hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa 

respectivamente). 

Durante el progreso de la hipoglucemia se monitoreó el comportamiento 

electroencefalográfico. Siete días antes del ensayo experimental, se hizo una pequeña cirugía 

de implantación de electrodos epidurales como se describe más adelante. 

 

5.2 Protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa 

En este protocolo de trabajo la hipoglucemia causada por la administración de insulina 

se dejó progresar libremente hasta la aparición del coma o de complicaciones respiratorias en 

la rata. Para evaluar la progresión de la hipoglucemia se obtuvo sangre de la punta de la cola 

de la rata a través de una pequeña incisión midiendo la concentración de glucosa en sangre 

mediante un glucómetro convencional (Abbott MediSense Precision QID, Bedford MA, USA) 

momentos antes de la administración de insulina (glucosa al tiempo cero, G 0) y 30 minutos 

posteriores a la administración de esta (glucosa 30 min post insulina, G 0.5). Una hora después 

de la administración de insulina se procedió con la administración de DHE (en los grupos 

Control, HS y HS+DBHB) y con la de DBHB (solo en el grupo HS+DBHB). Esta misma 

secuencia de administraciones de DHE y de DBHB se repitió en el momento de la P.R. en los 

grupos respectivos (figura 7). 

Después de la aparición del periodo isoeléctrico y/o de complicaciones respiratorias 

(entre 3 y 4 horas posteriores de la administración de la insulina), las ratas fueron sacrificadas 

por punción cardiaca previa anestesia con pentobarbital. Inmediatamente después, se hizo 

pasar solución salina al 0.9% y luego el fijador paraformaldehído al 4% en buffer de fosfatos a 

pH de 7.4. El cerebro fue extraído y se conservó en el mismo fijador hasta su análisis posterior. 
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Figura 7. Representación esquemática del protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa. EEG: 

Registro electroencefalográfico; DHE: dihidroetidio; DBHB: D--hidroxibutirato; P.R.: pérdida del reflejo de 

enderezamiento; Iso.: periodo isoeléctrico. 

 

5.3 Protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa 

El manejo de los tres grupos bajo este protocolo fue exactamente el mismo que en el 

protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa hasta antes de tres horas 

posteriores a la administración de insulina. Los tiempos en los que se administró tanto el DHE 

como el DBHB fueron los mismos que los descritos en el protocolo de hipoglucemia severa sin 

reintroducción de glucosa, al igual que los tiempos de medición de glucosa.  

A diferencia del protocolo previo, la hipoglucemia severa (con o sin presencia del 

periodo isoeléctrico), se revirtió mediante la infusión intravenosa de glucosa. La aparición del 

periodo isoeléctrico generalmente ocurrió entre dos y tres horas posteriores a la administración 

de insulina. 

Una vez alcanzado el periodo isoeléctrico o bien, las tres horas post insulina, se 

procedió de la siguiente manera: la hipoglucemia severa se revirtió mediante la administración 

i.p. de 200 L de glucosa al 50% seguida de la infusión intravenosa de glucosa al 25% en 

medio Krebs-Henseleit por tres horas (1.5 mL/h) mediante un catéter insertado en la vena 

femoral controlada por una bomba de reperfusión (Harvard Apparatus 22, South Natik MA, 

Tiempo pre insulina Tiempo post insulina

Registro electroencefalográfico continuo

Tiempo

Implantación 
de electrodos

7 días

18 h 

Inicio del 
ayuno

30 min

Inicio del 
registro EEG

0 min

G 0 h
Insulina 

(24 UI/Kg) 
i.p.

G 0.5 h

30 min

1 h

DHE 
(3 mg/Kg) 

DBHB 
(250 mg/Kg)

(1ª dosis)

2-3 h

Iso.
Fin EEG

> 3  h

P.R.
DHE 

(3 mg/Kg) 
DBHB 

(250 mg/Kg)
(2ª dosis)

Sacrificio

3-4  h
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USA) de acuerdo con protocolos anteriormente descritos (Suh et al., 2004; Haces et al., 2010). 

Al final de la infusión (aprox. 6 h post insulina) se midió la concentración de glucosa (G 6 h) y 

si esta aún se encontraba por debajo de 20 mg/dL se administró 1 mL de glucosa al 25% i.p. 

Una hora después (aprox. 7 h post insulina) se midió de nuevo la concentración de glucosa (G 

7 h) y si esta estaba por debajo de los 20 mg/dL se administró 1 mL más de glucosa al 25% 

i.p. para luego colocar a la rata en su caja con libre acceso a comida y agua. Si en alguna de 

estas mediciones la glucosa se encontraba por encima de los 50 mg/dL, la rata ya no recibía 

glucosa y directamente era colocada en su caja con libre acceso a comida y agua sin que ello 

implicara dejar de medir la glucosa a su tiempo respectivo (G 6 h o G 7 h). 

Veinticuatro horas después de la administración de insulina se hizo una última medición 

de la concentración de glucosa en los tres grupos. Inmediatamente después de ésta medición 

se procedió con el sacrificio de igual forma a como fue descrito en el protocolo de hipoglucemia 

severa sin reintroducción de glucosa. 

La descripción resumida de este protocolo se presenta en la figura 8: 

 

Figura 8. Representación esquemática del protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. EEG: 

Registro electroencefalográfico; DHE: dihidroetidio; DBHB: D--hidroxibutirato; P.R.: pérdida del reflejo de 

enderezamiento; Iso.: periodo isoeléctrico. 

 

 

Tiempo pre insulina Tiempo post insulina Bolo + Inf. 
de Glucosa

Registro electroencefalográfico continuo

Tiempo

Implantación 
de electrodos

7 días

18 h 

Inicio del 
ayuno

30 min

Inicio del 
registro EEG

0 min

G 0 h
Insulina 

(24 UI/Kg) 
i.p.

G 30 
min

30 min

1 h

DHE 
(3 mg/Kg) 

DBHB 
(250 mg/Kg)

(1ª dosis)

2-3 h

G 7 h

7 h

P.R.
DHE 

(3 mg/Kg) 
DBHB 

(250 mg/Kg)
(2ª dosis)

G 24 h 
Sacrificio

Iso.
Infusión 

con 
glucosa

2-3 h

G 6 h
Fin de 

Infusión y 
EEG

6 h 24 h
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5.4 Registro electroencefalográfico (EEG) 

Tanto en el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa como en el 

de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa se hizo un registro EEG con la finalidad 

de evaluar la presencia del periodo isoeléctrico en las ratas (Figuras 7 y 8). Siete días antes 

del ensayo experimental se practicó una cirugía de implantación de electrodos epidurales que 

se fijaron con cemento dental sobre el cráneo de la rata. La localización de los electrodos se 

esquematiza en la figura 9. Un par de electrodos se implantó 2 mm a la derecha y 2 mm a la 

izquierda de la línea media sobre Bregma y en esos mismos puntos, 5 mm hacia la parte 

posterior del cráneo se implantó un segundo par de electrodos: 

 

Figura 9. Esquema en donde se muestran los sitios de implantación de los electrodos epidurales (marcados con 

x) para el registro EEG. 

 

El registro EEG se inició 30 minutos antes de la administración de insulina y se mantuvo 

hasta que se presentara el periodo isoeléctrico o que hubiera dificultades respiratorias 

evidenciadas conductualmente en el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de 

glucosa. El registro se mantuvo hasta el fin de la reperfusión de glucosa en el protocolo de 

hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. 

 

5.5 Histología 

 Sin importar el protocolo de trabajo, el cerebro recién extraído se colocó en 

paraformaldehído al 4% en buffer de fosfatos (PB) 0.1 M durante al menos 12 horas. Una vez 

transcurrido este tiempo, el cerebro se sumergió en gradientes de sacarosa: primero en 

sacarosa al 20% por un día y finalmente en sacarosa al 30% por dos días más.  

4 mm

5 mm

Bregma
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Secciones coronales de 25 m de espesor se obtuvieron en un criostato (Leica CM 1510 

S, Alemania) desde + 1.70 mm hasta - 4.20 mm respecto a Bregma de acuerdo con el atlas 

del cerebro de rata (Paxinos y Watson, 1986), procurando colectar un corte en las regiones 

que se describirán más adelante y montándolo sobre un portaobjetos recubierto con gelatina. 

 

5.5.1 Tinción de Fluoro-Jade B. 

Esta tinción se hizo para evidenciar la presencia de células en proceso de degeneración 

de acuerdo con el protocolo descrito por Haces y cols. (2010). Los cortes coronales montados 

en portaobjetos cubiertos con gelatina fueron secados a 50°C durante 30 minutos. Después, 

se cubrieron con etanol al 80% durante 5 minutos desechando los sobrantes y lavando con 

agua. Enseguida, los cortes se cubrieron con etanol al 70% por 2 minutos, al término de los 

cuales se eliminó el etanol lavando de nuevo con agua. Los portaobjetos se cubrieron con 

KMnO4 al 0.06% por 10 minutos. Luego, el KMnO4 se eliminó totalmente con una serie de 

lavados de agua; inmediatamente después, la preparación se cubrió con Fluoro-Jade B al 

0.0004% disuelto en ácido acético al 0.1% durante 25 minutos. Una vez transcurrido este 

tiempo, el colorante se eliminó con varios lavados con agua para luego secarse a 50°C. Una 

vez secos, los cortes montados se sumergieron en xileno por dos minutos. Luego de este 

tiempo, sobre la preparación se depositaron de tres a cinco gotas de Permount (Fisher 

Scientific, New Jersey, USA) y se cubrieron con un cubreobjetos limpio y desengrasado. 

Los cortes de los tres grupos (Control, HS y HS+DBHB) se analizaron bajo el 

microscopio de epifluorescencia en busca de células positivas a Fluoro-Jade B en la corteza 

cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado. Se revisaron en total 18 cortes para todos los 

grupos, abarcando desde + 3.20 hasta - 4.3 mm con respecto a Bregma (Paxinos y Watson, 

1986) en el siguiente orden: + 3.2, +1.7, +1.2, +0.48, +0.2, dos cortes aproximadamente a la 

altura de - 0.26 mm por ser la coordenada reportada en el Atlas de Paxinos y Watson como la 

más cercana a los cortes que fueron colectados, - 0.4, - 0.8, - 1.3, - 1.4, - 2.12, - 3.14, - 3.3,     

- 3.6, - 3.8, - 4.16 y - 4.3 mm con respecto a Bregma, cubriendo de esta manera las tres 

regiones cerebrales estudiadas: la corteza cerebral, el cuerpo estriado y el hipocampo. 
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5.5.2 Tinción de Hoechst 

En esta tinción en todo momento se usó el buffer D-PBS (Dubelco’s Phosphate-Buffered 

Saline, KCl 0.2 g/L, KH2PO4 0.2 g/L, NaCl 8 g/L, NaH2PO4, 1.15 g/L) tanto como disolvente 

como en el lavado de los cortes coronales montados en los portaobjetos cubiertos con gelatina. 

Los portaobjetos con los cortes se cubrieron con D-PBS durante 5 minutos, lavando con este 

mismo buffer y repitiendo la operación de nuevo por 5 minutos más. Después del segundo 

lavado, la preparación se cubrió con el colorante Hoechst a una concentración de 0.001% 

disuelto en D-PBS durante 20 minutos. Al término de este tiempo el colorante se retiró con D-

PBS, cubriéndolo después con este mismo buffer por espacio de 5 minutos; transcurrido este 

tiempo la preparación se lavó con D-PBS y la preparación se cubrió nuevamente por 5 minutos 

más. Finalmente se eliminaron los restos de D-PBS hasta donde fue posible y sobre la 

preparación se depositaron de tres a cinco gotas de Fluoromount (Electron Microscopy 

Sciences, Hatfield Pensilvania, USA) para finalmente cubrirla con un cubreobjetos limpio.  

 

5.6 Detección de la marca positiva a etidio 

 La presencia de especies reactivas de oxígeno en los cortes cerebrales se determinó 

mediante la oxidación de la molécula de dihidroetidio (DHE). El DHE puede entrar en la célula 

y es el precursor reducido del etidio. En presencia del anión superóxido ( 

2O ) se transforma 

intracelularmente hacia etidio, el cual queda atrapado dentro de la célula debido a su 

naturaleza catiónica. Sin embargo, el DHE también puede ser oxidado hacia etidio por otras 

especies como el anión peroxinitrito ( ONOO ), el radical hidroxilo ( OH ) y el peróxido de 

hidrógeno ( 22OH ). El etidio emite una luz roja a 610 nm cuando se le excita con luz en una 

longitud de onda de 520 nm (Bindokas et al., 2003; Zhao et al., 2003; Gomes et al., 2005; 

Robinson et al., 2006; Kronek et al., 2012). Los cortes previamente teñidos con el colorante de 

Hoechst se examinaron bajo un microscopio de epifluorescencia. La marca positiva fue 

evaluada mediante el software Image J y se reportó como Unidades de Fluorescencia Arbitraria 

(UFA) entre el área de cada campo analizado (UFA/mm2). De cada individuo se analizaron 

seis cortes representativos: tres a la altura del cuerpo estriado (a + 1.2, + 0.2 y - 0.26 mm con 

respecto a Bregma) y tres cortes más a la altura del hipocampo (a - 3.14, - 3.8 y - 4.3 mm con 

respecto a Bregma) de acuerdo con el atlas del cerebro de la rata de Paxinos y Watson (1986). 
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Cada campo analizado tuvo una extensión superficial de 0.486 mm2. La captura de los campos 

en las distintas regiones analizadas se hizo de la siguiente manera:  

 En cada uno de los tres cortes a la altura del cuerpo estriado se capturaron 3 campos 

en la corteza frontal sobre las capas medias; 6 campos en la corteza parietal cubriendo 

todas las capas de ésta región de la corteza; se capturó un campo en la corteza piriforme 

cubriendo la segunda capa de ésta región y finalmente, se capturaron 5 campos en el 

cuerpo estriado. Las regiones en donde se hizo la captura se muestran a detalle en la 

figura 10 A. 

 En cada uno de los tres cortes a la altura del hipocampo se capturaron 3 campos en la 

corteza frontal sobre las capas medias; 6 campos en la corteza parietal o temporal, 

según correspondiera de acuerdo con el corte, y cubriendo todas las capas de ésta 

corteza; se capturó un campo en la corteza piriforme cubriendo la segunda capa de ésta 

región y finalmente, sobre el hipocampo se capturó un campo en la cresta del giro 

dentado, un campo sobre el hilus que incluye las hojas dorsal y ventral del giro dentado, 

un campo sobre la región CA1 y un campo más sobre la región CA3. Las regiones en 

donde se hizo la captura se muestran a detalle en la figura 10 B. 

 

Figura 10. Representación esquemática del número de campos capturados y su la localización aproximada. A. 
Se muestran los campos capturados a la altura del cuerpo estriado. B. Se muestran los campos capturados a la 

altura del hipocampo. 
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5.7 Estadística 

Todos los datos están expresados como la media grupal ± el error estándar de la media 

y se analizaron con la prueba ANOVA de una vía seguida de la prueba de significancia mínima 

de Fisher con la ayuda del programa StatView para Windows. Las diferencias se consideran 

significativas si p<0.05. 
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6. Resultados 

6.1 Evolución de la hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa 

 En el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa sólo se tuvieron 

dos mediciones de glucosa como se muestra en la figura 7 y en la tabla 3. La primera medición 

se hizo momentos antes de la administración de insulina (G 0 h) y la segunda 30 minutos 

después (G 0.5 h). 

 

Tabla 3. Evolución de la hipoglucemia en el esquema sin reintroducción de glucosa. 

Grupo G 0 h (mg/dL) G 0.5 h (mg/dL) 

Control (n = 3) 66.6 ± 3.7 - 

HS (n = 7) 83.7 ± 6.5 26.6 ± 2.6 

HS+DBHB (n = 8) 88.6 ± 6.9 25 ± 2 

 

 En la primera medición, las concentraciones sanguíneas de glucosa (CSG) en promedio 

estuvieron entre los 66.6 y los 88.6 mg/dL sin que hubiera diferencias significativas entre los 

grupos a este tiempo. Treinta minutos después de la primera medición hubo una clara 

disminución en la CSG  tanto en el grupo HS como en el grupo HS+DBHB sin que se 

observaran diferencias significativas entre los dos grupos. La medición de glucosa en el grupo 

Control no se hizo en el tiempo de treinta minutos. 

 

6.2 Evolución de la hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa 

En este protocolo de trabajo se hicieron cinco mediciones de glucosa en la sangre de 

las ratas como se muestra en la tabla 4, la figura 8 y cuyos resultados se presentan en la figura 

11. 
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Tabla 4. Evolución de la hipoglucemia en el protocolo con reintroducción de glucosa.  

Grupo 
G 0 h 

(mg/dL) 
G 0.5 h 
(mg/dL) 

G 6 h 
(mg/dL) 

G 7 h 
(mg/dL) 

G 24 h 
(mg/dL) 

Control (n = 3) 68.7 ± 3.8 - - - 104.7 ± 5.2 

HS (n = 8) 68.5 ± 7 22.9 ± 3.3 32.1 ± 7.1 42.7 ± 7.7 90.1 ± 7.3 

HS+DBHB (n = 7) 83.1 ± 5.3 25.7 ± 2.9 22.4 ± 2.3 32 ± 7.6 101.8 ± 5.4 

 

La primera medición se hizo momentos antes de la administración de insulina (G 0 h), y 

se encontraron CSG promedio que estuvieron entre los 68.5 y los 83.1 mg/dL. La segunda 

medición se hizo treinta minutos después de la administración de insulina (G 0.5 h) y se 

encontró que en los dos grupos que recibieron la administración de ésta hormona hubo una 

clara disminución de la CSG. Después de la aparición del periodo isoeléctrico o de que se 

cumpliera el tiempo de tres horas post insulina sin llegar al periodo isoeléctrico, se administró 

glucosa para revertir la hipoglucemia severa. Luego de la administración i.p. de 200 L de 

glucosa al 50%, se dio inicio a la infusión intravenosa de glucosa al 25%; esta infusión tuvo 

una duración de 3 horas. Al término de la infusión se hizo la siguiente medición de glucosa 

(aproximadamente 6 horas después de la administración de insulina, G 6 h) encontrándose 

que la CSG en los dos grupos que recibieron la administración de insulina se mantuvo cercana 

a los 30 mg/dL. A este tiempo, las ratas ya habían recuperado el reflejo de enderezamiento y 

en algunos casos mostraron un comportamiento ambulatorio. La siguiente medición se hizo 

una hora después del término de la infusión de glucosa (G 7 h). En la tabla 4 y en la figura 11 

puede observarse la lenta reversión de la hipoglucemia a través del ligero incremento en la 

CSG en los grupos HS y HS+DBHB. La última medición de glucosa se hizo 24 horas después 

de la administración de insulina (G 24 h). A este tiempo, en todos los grupos se recuperó la 

euglucemia. Cabe señalar que en ninguna de las mediciones de glucosa pertenecientes a este 

protocolo hubo diferencias significativas entre los grupos. La CSG del grupo Control se midió 

solo a los tiempos G 0 h y G 24 h. 
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Figura 11. Concentración sanguínea de glucosa en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de 

glucosa. El tiempo que se muestra es el tiempo transcurrido después de la administración de insulina (horas post 

insulina, p.i.). Aproximadamente tres horas después de la administración de insulina se inició la infusión 

intravenosa de glucosa y se mantuvo durante tres horas de manera continua. En la gráfica se muestra la media 

grupal ± el error estándar de la media. Control (n = 3); HS (n = 8); HS+DBHB (n = 7). 

 

6.3 Comportamiento electroencefalográfico antes, durante y después de la hipoglucemia 

severa. 

En la figura 12 se muestra el registro electroencefalográfico representativo de una rata 

que recibió la administración de insulina alcanzando una hipoglucemia severa (CSG < 20 

mg/dL) acompañada de la aparición del periodo isoeléctrico y de la posterior reversión del 

isoeléctrico y de la hipoglucemia mediante la infusión intravenosa de glucosa. En la figura        

12 A se observan ondas de poca amplitud y alta frecuencia 20 minutos antes de la 

administración de insulina (registro control, con una CSG de 75 mg/dL). Una hora después de 

la administración de insulina se alcanzó la hipoglucemia severa y esta se evidenció en el 

registro EEG con la aparición de ondas de mayor amplitud y de menor frecuencia con respecto 

a las observadas en el registro control y que permanecieron así durante cerca de una hora 

(Figura 12 B). 

La aparición de la pérdida del reflejo de enderezamiento (P.R.) (aproximadamente entre 

2 - 3 post insulina) se reflejó en el registro EEG (Figura 12 C) con la aparición de ondas aún 
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menos frecuentes que en la figura 12 B de la misma amplitud. Estas ondas gradualmente 

fueron desapareciendo hasta que el trazo en el registro EEG se aplanó en su totalidad (Figura 

12 D) evidenciando la presencia del periodo isoeléctrico que es el cese de la actividad eléctrica 

en el cerebro causado por la ausencia de glucosa (entre 2 - 3 h post insulina). La reversión del 

periodo isoeléctrico y de la hipoglucemia por la infusión i.v. de glucosa se hizo evidente en el 

registro EEG en la figura 12 E, en donde se muestra el comportamiento que se observa una 

hora después del inicio de la infusión (aproximadamente 4 horas post insulina), con la aparición 

de ondas de una amplitud y frecuencia semejantes a las que se observan en el registro control 

(figura 12 A).  

Cabe señalar que en la figura 12 A la CSG fue de 75 mg/dL y en la figura 12 E, estuvo 

en 50 mg/dL. Durante los registros mostrados en las figuras 12 B, 12 C y 12 D la CSG fue 

menor a 20 mg/dL.  

 

 

Figura 12. Registro electroencefalográfico que muestra los cambios que ocurren durante la evolución de la 

hipoglucemia y su reversión mediante la infusión intravenosa de glucosa. A. 20 minutos antes de la administración 

de insulina; B. Una hora después de la administración de insulina; C. Durante la pérdida del reflejo de 

enderezamiento (2 – 3 h pos insulina); D. Durante el periodo isoeléctrico (2 - 3 h post insulina); E. Una hora 

después del inicio de la infusión de glucosa (aproximadamente 4 h post insulina). CSG: concentración sanguínea 

de glucosa; P. R.: pérdida del reflejo de enderezamiento 
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6.4 Efecto del DBHB sobre la aparición de la pérdida del reflejo de enderezamiento y del 

periodo isoeléctrico en el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa 

En la tabla 5 y en la figura 13 A se muestra el tiempo que tardaron en promedio los 

grupos HS y HS+DBHB en alcanzar tanto la pérdida del reflejo de enderezamiento como el 

periodo isoeléctrico en el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa. En 

este protocolo se observó que el 100% del grupo HS presentó la P.R. en un tiempo promedio 

significativamente mayor al tiempo observado en el grupo HS+DBHB, en donde solo el 75% 

del grupo alcanzó la P.R.; el resto del grupo no presentó P.R. En este mismo protocolo se 

observó que de los siete individuos del grupo HS que tuvieron P.R., cuatro alcanzaron el 

periodo isoeléctrico (57% del grupo) en un tiempo promedio significativamente menor al 

observado en el grupo HS+DBHB en donde de los seis individuos con presencia de P.R., sólo 

tres alcanzaron el periodo isoeléctrico (37% del grupo). 

 

Tabla 5. Latencias para la aparición de la pérdida del reflejo de enderezamiento (P.R.) y del periodo isoeléctrico 

en el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa. 

Grupo 

Número de 
individuos con 

presencia de P.R. 
(%) 

Tiempo 
promedio para 
alcanzar la P.R. 

(min) 

Número de 
individuos con 
presencia de 

isoeléctrico (%) 

Tiempo promedio 
para alcanzar el 

isoeléctrico (min) 

HS 

(n = 7) 

7 

(100%) 
179.3 ± 6.5 

4 

(57%) 
194 ± 4.8 

HS+DBHB 

(n = 8) 

6 

(75%) 
154.3 ± 7.2* 

3 

(37%) 
239.6 ± 12.6* 

* p<0.05 con respecto al grupo HS (prueba t) 

 

6.5 Efecto del DBHB sobre la aparición de la pérdida del reflejo de enderezamiento y del 

periodo isoeléctrico en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa 

En la tabla 6 y en la figura 13 B se observa que la totalidad del grupo HS (ocho individuos) 

alcanzó la P.R., mientras que en el grupo HS+DBHB seis de los siete individuos (86% del 

grupo) alcanzaron la P.R. No se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de 

aparición de la P.R. en estos dos grupos. Por otro lado, en el grupo HS, cuatro de los ocho 
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individuos (50% del grupo) alcanzaron el periodo isoeléctrico mientras que en el grupo 

HS+DBHB, solo uno de los seis individuos con presencia de P.R. alcanzaron este periodo. 

 

Tabla 6. Latencias para la aparición de la pérdida del reflejo de enderezamiento (P.R.) y del periodo isoeléctrico 

en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. 

Grupo 

Número de 
individuos con 

presencia de P.R. 
(%) 

Tiempo 
promedio para 
alcanzar la P.R. 

(min) 

Número de 
individuos con 
presencia de 

isoeléctrico (%) 

Tiempo promedio 
para alcanzar el 

isoeléctrico (min) 

HS 

(n = 8) 

8 

(100%) 
146.4 ± 6.7 

4 

(50%) 
161.5 ± 7.8 

HS+DBHB 

(n = 7) 

6 

(86%) 
137.8 ± 12.2 

1 

(14%) 
189 

 

 

 

Figura 13. Latencias de aparición de la pérdida del reflejo de enderezamiento (P.R.) y de la aparición del periodo 

isoeléctrico (Iso.) en el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa (A) y en el de hipoglucemia 

severa con reintroducción de glucosa (B). En la parte superior de la barra se indica el número de individuos con 

presencia de P.R. o de periodo isoeléctrico, según corresponda, con respecto a la totalidad del grupo. Los datos 

corresponden a la media grupal ± el error estándar. *p<0.05 respecto al grupo HS (prueba t). 
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La duración de los periodos isoeléctricos en los individuos con presencia de este en 

ambos protocolos de hipoglucemia severa y el número de células positivas a Fluoro-Jade B 

[FJB (+)] en las tres regiones estudiadas (corteza cerebral, hipocampo y cuerpo estriado, las 

regiones reportadas como las más sensibles a la hipoglucemia) se presenta en la tabla 7. 

 

Tabla 7. Duración del periodo isoeléctrico y su relación con el número de células Fluoro-Jade B positivas en los 

protocolos de hipoglucemia severa sin y con reintroducción de glucosa. 

Grupo 

Hipoglucemia severa SIN 
reintroducción de glucosa 

Hipoglucemia severa CON 
reintroducción de glucosa 

Duración del 
periodo Isoeléctrico 

(minutos) 

Número de células 
FJB (+) en la 

corteza cerebral 

Duración del 
periodo isoeléctrico 

(minutos) 

Número de células 
FJB (+) en la 

corteza cerebral 

HS 

2 0 4 1057 
4 18 4.5 1289 
3 12 3 1153 

2.5 0 7 3332 

HS+DBHB 

2 0 

4 2626 4 115 

11 0 

  

Cabe señalar que solo un individuo de siete totales en el grupo HS+DBHB del protocolo 

de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa tuvo isoeléctrico y presentó células 

positivas a Fluoro-Jade B. Aunque desconocemos la razón por la cual este individuo tuvo 

presencia de isoeléctrico, no podemos descartar que en esta rata el DBHB no haya tenido 

efecto debido a problemas relacionados con una administración deficiente o una absorción 

inadecuada del cuerpo cetónico. 

Para el manejo posterior de los resultados, los grupos HS y HS+DBHB en los dos 

protocolos de trabajo (hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa e hipoglucemia 

severa con reintroducción de glucosa) los grupos se dividieron en función de la presencia o 

ausencia del periodo isoeléctrico (CON Iso o SIN Iso). En la tabla 8 se detalla el número de 

integrantes en cada grupo de acuerdo con este criterio. 
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Tabla 8. Número de ratas en los diferentes grupos experimentales de acuerdo con el protocolo de trabajo. 

Grupo 

Número de ratas en el 
protocolo de 

hipoglucemia severa 
SIN reintroducción de 

glucosa 

Número de ratas en el  
protocolo de 

hipoglucemia severa 
CON reintroducción 

de glucosa 

Control 3 3 

HS SIN Iso 3 4 

HS+DBHB SIN Iso 5 6 

HS CON Iso 4 4 

HS+DBHB CON Iso 3 1 

 

En el grupo HS+DBHB CON Iso del protocolo de hipoglucemia severa con 

reintroducción de glucosa, hubo un solo individuo con periodo isoeléctrico y este no se incluyó 

en los conteos de Fluoro-Jade B ni en la cuantificación de fluorescencia de etidio.  

 

6.6 La degeneración celular en la hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa 

En el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa se encontraron 

muy pocas células positivas a Fluoro-Jade B. El número de estas células en la corteza cerebral, 

el hipocampo y el cuerpo estriado de los distintos grupos se muestra en la tabla 9. La mayoría 

de ellas se localizó en la corteza parietal y en menor medida en la corteza frontal, distribuidas 

entre las capas II a IV de esta corteza. No se encontraron diferencias significativas en el 

número promedio de células FJB (+) entre los grupos. Por otro lado, en el hipocampo y en el 

cuerpo estriado no se encontraron células FJB (+) en ninguno de los grupos. 

La presencia de pocas células en degeneración en estos grupos era de esperarse, ya 

que se ha reportado que la muerte neuronal hipoglucémica no se presenta de manera 

inmediata sino que ocurre lentamente, evidenciándose principalmente después del periodo de 

reintroducción de glucosa (Suh et al. 2003). 
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Tabla 9. Número de células positivas a Fluoro-Jade B en la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado 

en el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa. 

Grupo Región cerebral 
Corteza cerebral Hipocampo Cuerpo estriado 

Control (1 de 3) 1 0 0 
HS SIN Iso (0 de 3) 0 0 0 

HS+DBHB SIN Iso (2 de 5) 14 y 9 0 0 
HS CON Iso (2 de 4) 18 y 12 0 0 

HS+DBHB CON Iso (0 de 3) 0 0 0 
Entre paréntesis al frente de cada grupo se muestra el número de individuos con presencia de células positivas 

a Flouro-Jade B con respecto al número total de individuos en el grupo. En la corteza cerebral se muestra el 

número de células FJB (+) en cada individuo. 

 

6.7 Degeneración celular en la hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa 

El número de células FJB (+) observado en la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo 

estriado en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa se presenta en 

la tabla 10 y en la Figura 14.  

 

Tabla 10. Número de células positivas a Fluoro-Jade B en la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado 

en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa 

Grupo 
Región cerebral 

Corteza cerebral Hipocampo Cuerpo estriado 

Control 28 ± 2.1 0 0 

HS SIN Iso 636 ± 249.5 * 56.3 ± 39.6 194.8 ± 78.6 * 

HS+DBHB SIN Iso 25 ± 11.5 # 0 4.3 ± 2.2 # 

HS CON Iso 1707.7 ± 543.5* # 116.5 ± 104 537.5 ± 474.9 

*p<0.05 con respecto al grupo Control; #p<0.05 con respecto al grupo HS SIN ISO. Control: n = 3; HS SIN Iso:     

n = 4; HS+DBHB SIN Iso: n = 6; HS CON Iso: n = 4. 

 

En el grupo Control hubo células FJB (+) solo en la corteza cerebral, sin que se 

encontraran células positivas en el hipocampo ni en el cuerpo estriado. En el grupo HS SIN Iso 

se observó un número de células FJB (+) en la corteza cerebral significativamente mayor al 
51 



  

encontrado en el grupo Control, mientras que en el cuerpo estriado de este mismo grupo (HS 

SIN Iso) el incremento en el número de estas células también alcanzó significancia con 

respecto al grupo Control. En el hipocampo de este grupo también se incrementó el número 

de células FJB (+), pero este no resulto significativo con respecto al Control (Figura 14 A). 

La presencia del periodo isoeléctrico en este protocolo elevó el número de células FJB 

(+) en todas las regiones estudiadas (tabla 10 y figura 14 A); sin embargo, esta elevación solo 

resultó significativa en la corteza cerebral con respecto al grupo Control y al grupo HS SIN Iso. 

En el grupo HS+DBHB SIN Iso, el DHBH causó una disminución significativa en el 

número de células FJB (+) en la corteza cerebral y el cuerpo estriado con respecto al grupo 

HS SIN Iso. No se encontraron células FJB (+) en el hipocampo. Por otro lado, cabe mencionar 

que no se encontraron diferencias significativas entre el grupo Control y el grupo HS+DBHB 

SIN Iso en ninguna de las regiones estudiadas (Figura 14 B). Imágenes de la corteza cerebral 

y del hipocampo pueden observarse en las figuras 18 y 19 respectivamente. 

 

Figura 14. Número de células positivas a Fluoro-Jade B en la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado 

en los grupos pertenecientes al protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. A. Incremento 

en el número de células FJB (+) causado por el periodo isoeléctrico. B. El DBHB previene la aparición de células 

FJB (+) causada por la hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. Los datos corresponden a la media 

grupal ± el error estándar. *p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. Control:          

n = 3; HS SIN Iso: n = 4; HS+DBHB SIN Iso: n = 6; HS CON Iso: n = 4. 
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6.7.1 Distribución de las células positivas a Fluoro-Jade B en la corteza cerebral 

La distribución de las células FJB (+) en algunas regiones de la corteza cerebral se 

presenta en la tabla 11 y en la figura 15. Se observa que independientemente de la presencia 

de isoeléctrico, las células FJB (+) se encuentran localizadas principalmente en la corteza 

parietal. 

 

Tabla 11. Células positivas a Fluoro-Jade B en distintas regiones de la corteza cerebral. 

Grupo Corteza frontal Corteza parietal Corteza temporal Corteza piriforme 

Control 15.3 ± 1.3 2 2 0 

HS SIN Iso 168.3 ± 50.4* 353.7 ± 153.3* 70.5 ± 1.5* 8.5 ± 5.6 

HS+DBHB SIN Iso 11 ± 5.3# 11 ± 6# 1.7 ± 0.6# 1.3 ± 0.8 

HS CON Iso 257.7 ± 107* 1942.5 ± 646.3* # 179.5 ± 81.9* 7.5 ± 4.3 

*p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; 

HS+DBHB SIN Iso: n = 6; HS CON Iso: n = 4. 

 

En la figura 15 A se observa que la hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa 

causa un incremento significativo en el número de células FJB (+) con respecto al grupo 

Control en las cortezas frontal, parietal y temporal tanto en el grupo HS SIN Iso como en el 

grupo HS CON Iso. La presencia del periodo isoeléctrico en este protocolo causó un 

incremento en el número de células FJB (+) en las cortezas frontal, parietal y temporal; el 

incremento más importante se presentó en la corteza parietal en donde el número de células 

FJB (+) se elevó significativamente en 5.5 veces con respecto al observado en la misma región 

del grupo HS SIN Iso, sugiriendo que esta región de la corteza cerebral es particularmente 

sensible a la presencia del periodo isoeléctrico en comparación con las otras regiones 

analizadas.  

Por otro lado, en la figura 15 B se observa que el incremento significativo con respecto 

al grupo Control en el número de células FJB (+) causado por la hipoglucemia severa con 

reintroducción de glucosa y sin presencia de isoeléctrico en las cortezas frontal, parietal y 

temporal, se reduce de manera significativa por la presencia del cuerpo cetónico DBHB en 

estas mismas regiones hasta valores semejantes a los observados en el grupo Control.  
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En la corteza piriforme, no se observaron cambios relevantes en el número de células 

FJB (+) en los grupos analizados. 

 

Figura 15. Número de células positivas a Fluoro-Jade B en diferentes áreas de la corteza cerebral en el protocolo 

de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. En A se muestra que la hipoglucemia severa incrementa 

el número de células FJB (+) y que la presencia de la hipoglucemia severa acompañada de isoeléctrico eleva aún 

más el número de estas células. En B se muestra que el DBHB previene la aparición de células FJB (+) en las 

regiones más sensibles de la corteza cerebral al daño hipoglucémico. Los datos corresponden a la media grupal 

± el error estándar. *p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. Control: n = 3;        

HS SIN Iso: n = 4; HS+DBHB SIN Iso: n = 6; HS CON Iso: n = 4. 

 

En la tabla 11 y la figura 15 se describen las regiones de la corteza cerebral más 

sensibles al daño hipoglucémico mientras que en la tabla 12 y en la figura 16 se muestra la 

distribución de estas mismas células en degeneración entre las capas de la corteza cerebral. 

Puede observarse que las células FJB (+) se localizan de manera preferencial entre las capas 

superficiales (C II a C IV) y en menor medida entre las capas profundas (C V a C VI) de estas 

regiones de la corteza cerebral, sugiriendo que las células de las capas superficiales son más 

sensibles a la hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa y adicionalmente, que esta 

sensibilidad aumenta en presencia de isoeléctrico. 

Imágenes representativas de la distribución de las células FJB (+) entre las regiones y 

las capas de la corteza cerebral en los diferentes grupos analizados, se presentan en las 

figuras 17 A y 18.  
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Tabla 12. Número de células FJB (+) en las capas de la corteza cerebral. 

Grupo Capas superficiales (C II - C IV)  Capas  profundas (C V - C VI) 

Control 17 ± 0.6 9.7 ± 0.8 

HS SIN Iso 535 ± 223.2* 101 ± 39* 

HS+DBHB SIN Iso 16.5 ± 6.3# 9 ± 5.2# 

HS CON Iso 1632.3 ± 548* # 75.5 ± 15.7* 
*p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; 

HS+DBHB SIN Iso: n = 6; HS CON Iso: n = 4. 

 

 

Figura 16. Células positivas a Fluoro-Jade B en las capas C II a C IV y C V a C VI de la corteza cerebral. En A 

se observa que la hipoglucemia severa incrementa el número de células FJB (+) y que este número incrementa 

aún más en presencia de isoeléctrico en las capas superficiales y medias de la corteza cerebral; en B se observa 

que el DBHB previene la aparición de células FJB (+) en las capas de la corteza cerebral. Los datos corresponden 

a la media grupal ± el error estándar. *p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. 

Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; HS+DBHB SIN Iso: n = 6; HS CON Iso: n = 4. 
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Figura 17. Distribución de las células positivas a Fluoro-Jade B en la corteza cerebral y en el hipocampo en una 

rata con 7 minutos de periodo isoeléctrico. En A se observa la distribución de células FJB (+) en la corteza cerebral 

(corteza frontal) y en B la distribución de las células FJB (+) en el giro dentado y el hilus del hipocampo. 

 

 

Figura 18. Imágenes representativas que muestran la distribución de la marca positiva a Fluoro-Jade B entre 
las capas de las regiones de la corteza cerebral analizadas. 
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6.7.2 Distribución de las células positivas a Fluoro-Jade B en el hipocampo 

Como se aprecia en la tabla 13, en el hipocampo de los grupos HS SIN Iso y HS CON 

Iso se encontraron células FJB (+) que se localizaron principalmente en la cresta del giro 

dentado y en el hilus como se muestra en las figuras 17 B y 19. Aunque en menor medida, 

también hubo células FJB (+) en la región CA1 del hipocampo. 

 En los datos de la tabla 13 se observa que la hipoglucemia severa con reintroducción 

de glucosa favorece la aparición de células FJB (+) en las regiones antes mencionadas del 

hipocampo; adicionalmente, este número se incrementa por la presencia del isoeléctrico 

aunque no de la misma manera entre los individuos muy posiblemente debido a que la duración 

de este periodo no fue la misma en todos los casos. En este sentido es importante mencionar 

que la rata con el periodo isoeléctrico más largo (7 minutos) fue la que presentó un mayor 

número de células FJB (+) en el hipocampo y es la que se presenta en la figura 17 B. De 

manera análoga a lo observado en la corteza cerebral, la presencia del DBHB previno la 

aparición de células FJB (+) en esta región cerebral. 

En la figura 19 se presentan imágenes representativas del giro dentado y del hilus, que 

son las regiones que tuvieron una mayor presencia de células FJB (+). 

 

Tabla 13. Número de células positivas a Fluoro-Jade B en el hipocampo en el protocolo de hipoglucemia severa 

con reintroducción de glucosa. 

Grupo 
Región del hipocampo 

Giro dentado Hilus CA1 CA3 

Control (0 de 3) 0 0 0 0 

HS SIN Iso (3 de 4) 50, 167 y 1 2 y 1 2 y 1 1 

HS+DBHB SIN Iso (0 de 6) 0 0 0 0 

HS CON Iso (4 de 4) 2, 5, 10 y 377 3 y 45 2, 17 y 6 0 

Entre paréntesis se muestra el número de individuos con presencia de células FJB (+) con respecto al total de 

individuos en el grupo. Los datos corresponden al número de células FJB (+) de manera individual. 
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Figura 19. Imágenes representativas de la marca positiva a Fluoro-Jade B en la cresta del giro dentado y en el 

hilus en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. 

 

6.8 Producción de especies reactivas de oxígeno en el cerebro después de la hipoglucemia 

severa sin reintroducción de glucosa 

6.8.1 Distribución de la marca positiva a etidio en las diferentes regiones cerebrales 

En la tabla 13 y en la figura 20 se muestra la cuantificación de la marca positiva a etidio 

[Et (+)] en la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado. En las primeras dos regiones 

se tiene una intensa marca Et (+) en todos los grupos sin que se presenten diferencias 

significativas entre ellos. En contraste, en el cuerpo estriado la marca Et (+) es mucho más 

discreta en comparación con la que se observa en la corteza cerebral y en el hipocampo. 
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Tabla 14. Intensidad de la fluorescencia de etidio en el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de 

glucosa. 

Grupo 
Corteza cerebral 

(UFA/mm2) 
Hipocampo 
(UFA/mm2) 

Cuerpo estriado 
(UFA/mm2) 

Control 40888.2 ± 5723.1 25441± 9093.7 20.6 ± 3.6 

HS SIN Iso 42961.5 ± 7786.4 57473.3 ± 20945.3 26.7 ± 4.3 

HS+DBHB SIN Iso 61013.5 ± 14498.5 58465.8 ± 7970.5 24.8 ± 2.4 

HS CON Iso 33624.9 ± 4191.5 36230.5 ± 3457.7 19.6 ± 1.2 

HS+DBHB CON Iso 50232.1 ± 8786.5 42189.3 ± 20744.8 29 ± 6.4 

UFA: Unidades de fluorescencia arbitraria. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 3; HS+DBHB SIN Iso: n = 5; HS CON 

Iso: n = 4; HS+DBHB CON Iso: n = 3. 

 

Figura 20. No hubo diferencias en la intensidad de la marca positiva a etidio en la corteza cerebral, el hipocampo 

y el cuerpo estriado en los grupos pertenecientes al protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de 

glucosa. Los datos mostrados corresponden a la media grupal ± el error estándar. UFA: unidades de fluorescencia 

arbitraria. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 3; HS+DBHB SIN Iso: n = 5; HS CON Iso: n = 4; HS+DBHB CON Iso:   

n = 3. 

Cuerpo estriadoCorteza cerebral Hipocampo
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           Imágenes representativas de la marca Et (+) de la corteza cerebral y el hipocampo se 

muestran en las figuras 24 y 25 respectivamente.                        

Como se observa en la figura 20, la marca Et (+) presente en todos los grupos no 

presenta diferencias significativas, sugiriendo que las especies que fueron detectadas por la 

oxidación del dihidroetidio posiblemente no fueron causadas por la hipoglucemia severa sino 

por alguna otra causa que se encuentra presente en los tres grupos de trabajo (Control, HS y 

HS+DBHB). La única condición que comparten estos grupos es el ayuno previo a la 

administración de insulina.  

Para tratar de establecer la posible contribución del ayuno a la generación de especies 

oxidantes, se compararon las intensidades de la marca positiva a etidio en la corteza cerebral, 

el hipocampo y el cuerpo estriado de los grupos Control de los protocolos de hipoglucemia 

severa sin reintroducción de glucosa y de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa 

con otro grupo que no fue sometido al ayuno de 18 horas (Control intacto) y que de manera 

continua estuvo en euglucemia. En la tabla 15 y en la figura 21 se presentan los resultados de 

esta comparación; se muestran imágenes y datos de la corteza cerebral, el hipocampo y el 

cuerpo estriado, y en la gráfica solo se muestran datos de la corteza cerebral y el hipocampo 

que fueron las regiones con mayor presencia de marca positiva a etidio. La marca Et (+) 

presente en el cuerpo estriado tuvo una intensidad despreciable frente a la intensidad que se 

observó en las otras dos regiones analizadas. 

 

Tabla 15. Contribución del ayuno sobre la marca positiva a etidio 

Grupo 
Corteza cerebral 

(UFA/mm2) 
Hipocampo 
(UFA/mm2) 

Cuerpo estriado 
(UFA/mm2) 

Control intacto 5250.5 ± 2115.7 1930.7 ± 292.6 26.5 ± 2.4 

Control HS SIN 

reintroducción 
40888.2 ± 5723.1* 25441 ± 9093.7* 20.6 ± 3.6 

Control HS CON 

reintroducción 
23126.2 ± 6927* # 6219.5 ± 998.9# 15.8 ± 1.4 

*p<0.05 con respecto al grupo Control intacto; #p<0.05 con respecto al grupo Control HS sin reintroducción. HS: 

Hipoglucemia severa. Control intacto: n = 4; Control HS SIN reintroducción: n = 3; Control HS CON reintroducción: 

n = 3. 
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En la figura 21 se observa claramente que en la corteza cerebral de los grupos Control 

(ayunados) de los protocolos de hipoglucemia severa sin y con reintroducción de glucosa, 

aumenta significativamente la intensidad de la marca Et (+) con respecto al Control intacto (sin 

ayuno). En el hipocampo del grupo Control HS SIN reintroducción se observó un incremento 

significativo en la marca Et (+) con respecto al grupo Control intacto.  

Por otra parte, el grupo Control HS SIN reintroducción presentó una mayor fluorescencia 

que el grupo Control  HS CON reintroducción tanto en la corteza cerebral como en el 

hipocampo, sugiriendo que la marca Et (+) que se observa en el grupo Control HS SIN 

reintroducción puede ser consecuencia del ayuno, ya que en este grupo no se restauró la 

euglucemia por la administración de glucosa. Por otro lado, el aumento en la fluorescencia en 

el grupo Control HS CON reintroducción fue significativamente menor que la del grupo sin 

reintroducción de glucosa, sugiriendo que las especies generadas por efecto del ayuno quizá 

disminuyen más rápidamente en el hipocampo y más lentamente en la corteza cerebral luego 

la restauración de la euglucemia.  

 

 

Figura 21. Marca positiva a etidio en el grupo Control intacto (n = 4), Control HS SIN reintroducción (n = 3) y 

Control HS CON reintroducción (n = 3). A. Imágenes representativas de la corteza cerebral, el hipocampo y el 

cuerpo estriado de estos tres grupos B. Intensidad de la marca Et (+) en la corteza cerebral y el hipocampo. En 

la gráfica se muestra la media grupal ± el error estándar. *p<0.05 con respecto al grupo Control intacto; #p<0.05 

con respecto al grupo Control HS sin reintroducción. HS: hipoglucemia severa; UFA: unidades de fluorescencia 

arbitraria.  
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6.8.2 Distribución de la marca positiva a etidio en la corteza cerebral 

 En la tabla 16 y en la figura 22 se muestra la distribución de la marca Et (+) en las 

regiones de la corteza cerebral estudiadas.  

 

Tabla 16. Intensidad de la fluorescencia de etidio en distintas regiones de la corteza cerebral. 

Grupo 
Corteza frontal 

(UFA/mm2) 
Corteza parietal 

(UFA/mm2) 
Corteza temporal 

(UFA/mm2) 
Corteza piriforme 

(UFA/mm2) 

Control 18715.4 ± 2132.1 6667.4 ± 1775.2 2526 ± 1360.6 12979.4 ± 1597.2 

HS SIN Iso 16944.4 ± 1620.4 7729.9 ± 1587.3 3715.8 ± 1443.5 14571.3 ± 4963.6 

HS+DBHB 

SIN Iso 
26709 ± 6139.5& 10957.4 ± 2844.2 3997.3 ± 1120.1 19349.8 ± 5883.3 

HS CON Iso 11573.6 ± 2223.7 10294.5 ± 2429.6 2352.4 ± 273.7 9404.3 ± 2327.9 

HS+DBHB 

CON Iso 
24590.8 ± 4193.5& 8864.3 ± 2427.2 4783.2 ± 1071.4 11993.8 ± 2188.2 

 &p<0.05 con respecto al grupo HS CON Iso. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 3; HS+DBHB SIN Iso: n = 5; HS CON 

Iso: n = 4; HS+DBHB CON Iso: n = 3. 

 

La marca positiva a etidio se encontró principalmente en las cortezas frontal y piriforme 

y en menor medida en las cortezas parietal y temporal como se muestra en la figura 22; entre 

las capas de la corteza, esta marca se localiza en las capas intermedias de la corteza frontal 

(entre C III y C IV) y en las capas más superficiales e intermedias en la corteza parietal y 

temporal (entre C II y C IV); en la corteza piriforme la marca sigue una distribución muy 

semejante. La intensidad de la marca Et (+) en las cortezas parietal, temporal y piriforme no 

presentó cambios significativos entre los grupos. Sin embargo, en la corteza frontal  de los 

grupos HS+DBHB SIN Iso y HS+DBHB CON Iso se observó un incremento significativo en la 

marca Et (+) con respecto al grupo HS CON Iso. Otros cambios en la intensidad de marca Et 

(+) en esta misma corteza no resultaron significativos.  

 Imágenes representativas de la marca Et (+) en las distintas regiones de la corteza en 

los grupos pertenecientes a este protocolo se muestran en la figura 24. 
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Figura 22. Marca positiva a etidio en las cortezas frontal, parietal, temporal y piriforme en los grupos 

pertenecientes al protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa. Los datos corresponden a la 

media grupal ± el error estándar. &p<0.05 con respecto al grupo HS CON Iso. UFA: unidades de fluorescencia 

arbitraria. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 3; HS+DBHB SIN Iso: n = 5; HS CON Iso: n = 4; HS+DBHB CON Iso:   

n = 3. 

 

6.8.3 Distribución de la marca positiva a etidio en el hipocampo 

En la figura 23 y en la tabla 17 se muestra que la intensidad de la marca Et (+) se 

incrementa en todos los grupos que estuvieron en hipoglucemia severa en las regiones CA1 y 

CA3. Este incremento fue significativo en el grupo HS+DBHB SIN Iso con respecto al grupo 

Control. La presencia del DBHB no tuvo efecto sobre el incremento observado en las regiones 

CA1 y CA3 en el grupo HS+DBHB SIN Iso con respecto a las mismas regiones del grupo HS 

SIN Iso. Los cambios que se observan en otros grupos y regiones no resultaron significativos. 

En la figura 25 se muestran imágenes representativas de la marca Et (+) en las regiones 

del hipocampo que fueron analizadas. 
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Tabla 17. Intensidad de la marca positiva a etidio en diversas regiones del hipocampo. 

Grupo 
Hilus  

(UFA/mm2) 
CA1  

(UFA/mm2) 
CA3  

(UFA/mm2) 
Giro dentado 
(UFA/mm2) 

Control 6941.7 ± 2998.8 7922.5 ± 1513.4 8903.3 ± 3834.4 1673.5 ± 1097.3 

HS SIN Iso 9787.4 ± 4044.4 19937.6 ± 6940.8 16717.4 ± 4606 11030.9 ± 6150.8 

HS+DBHB 

SIN Iso 
9406.6 ± 2434.1 19567.1 ± 2330.2* 20474.5 ± 2516.8* 9017.7 ± 3848.7 

HS CON Iso 4364.2 ± 1542.3 12751 ± 2145.4 12539.1 ± 2202.1 6576.1 ± 1925.7 

HS+DBHB 

CON Iso 
2578.9 ± 1191.4 17576.1 ± 9618.3 11527.4 ± 2899.2 10506.9 ± 7306.6 

*p<0.05 con respecto al grupo Control. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 3; HS+DBHB SIN Iso: n = 5; HS CON Iso: 

n = 4; HS+DBHB CON Iso: n = 3. 

 

 

Figura 23. Marca positiva a etidio en el hilus, las regiones CA1 y CA3 y el giro dentado del hipocampo en el 

protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa. Los datos que se presentan corresponden a la 

media grupal ± el error estándar. *p<0.05 respecto al grupo Control. UFA: unidades de fluorescencia arbitraria. 
Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 3; HS+DBHB SIN Iso: n = 5; HS CON Iso: n = 4; HS+DBHB CON Iso: n = 3. 
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Figura 24. Imágenes representativas de la marca positiva a etidio en las cortezas frontal, parietal, temporal y piriforme en el protocolo de hipoglucemia 
severa sin reintroducción de glucosa. 
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Figura 25. Imágenes representativas de la marca positiva a etidio en el giro dentado, el hilus y las regiones CA1 y CA3 del hipocampo en el protocolo 
de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa. 
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6.9 Producción de especies reactivas de oxígeno en el cerebro después de la hipoglucemia 

severa con reintroducción de glucosa 

6.9.1 Distribución de la marca positiva a etidio en la corteza cerebral y el hipocampo 

 En la tabla 18 y la figura 26 muestra que la marca positiva a etidio en los grupos con 

hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. 

 

Tabla 18. Marca positiva a etidio en la corteza cerebral, el hipocampo y el cuerpo estriado 

Grupo 
Corteza cerebral 

(UFA/mm2) 
Hipocampo 
(UFA/mm2) 

Cuerpo estriado 
(UFA/mm2) 

Control 23126.2 ± 6927 6219.5 ± 998.9 15.8 ± 1.4 

HS SIN Iso 68456.4 ± 7501.3* 34448 ± 6500.5* 18.3 ± 2.9 

HS+DBHB SIN Iso 24270.2 ± 4052.6# 4771.6 ± 1146.8# 476.9 ± 87.5* # 

*p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; 

HS+DBHB SIN Iso: n = 6. 

 

Se observa que la marca Et (+) se localizó preferentemente en la corteza cerebral y en 

el hipocampo. En el grupo HS SIN Iso hubo un incremento significativo de esta marca de 2.9 

veces en la corteza cerebral y de 5.5 veces en el hipocampo con respecto a las mismas 

regiones del grupo Control. En el grupo HS+DBHB SIN Iso se observó una disminución 

significativa en la marca Et (+) tanto en la corteza cerebral como en el hipocampo con respecto 

a la intensidad que se observó en las mismas regiones del grupo HS SIN Iso; esta disminución 

no tuvo diferencias significativas contra la intensidad de la marca en la corteza cerebral y el 

hipocampo en el grupo Control. La marca Et (+) en el cuerpo estriado del grupo HS+DBHB SIN 

Iso presentó un incremento significativo con respecto a los grupos Control y HS SIN Iso que 

como se aprecia en la figura 26, es de una intensidad mucho menor en comparación con la 

intensidad de la marca Et (+) en la corteza cerebral y el hipocampo.  

Imágenes representativas de la marca Et (+) en la corteza cerebral se presentan en la 

figura 28 y del hipocampo en la figura 30.  
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Figura 26. La marca positiva a etidio en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa se 

localizó más intensamente en la corteza cerebral y el hipocampo del grupo HS SIN Iso. En la figura se muestra 

que este incremento se revirtió por el cuerpo cetónico D--hidroxibutirato. Las barras representan la media grupal 

± el error estándar de la media. *p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. UFA: 

unidades de fluorescencia arbitraria. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; HS+DBHB SIN Iso: n = 6. 

 

6.9.2 Distribución de la marca positiva a etidio en la corteza cerebral 

 La presencia de marca positiva a etidio se observa preferentemente en la corteza frontal 

y en la corteza piriforme en todos los grupos como se aprecia en la tabla 19 y en la figura 27.  

De manera análoga a como se observa en el protocolo de hipoglucemia severa sin 

reintroducción de glucosa, la marca Et (+) se localizó en las capas medias de la corteza frontal 

y entre las capas superficiales y las medias de las cortezas parietal y temporal. La hipoglucemia 

severa sin presencia de coma incrementa de manera significativa la marca Et (+) en las cuatro 

regiones de la corteza que fueron analizadas. 
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Tabla 19. Marca positiva a etidio en diferentes regiones de la corteza cerebral 

Grupo 
Corteza frontal 

(UFA/mm2) 
Corteza parietal 

(UFA/mm2) 
Corteza temporal 

(UFA/mm2) 
Corteza piriforme 

(UFA/mm2) 

Control 8756.7 ± 2845.1 1823.3 ± 322.4 455.6 ± 269.3 12090.5 ± 4055.7 

HS SIN Iso 24837.8 ± 800.2* 14732.8 ± 4274* 4596.7 ± 330.2* 24289.1 ± 3290.6* 

HS+DBHB 

SIN Iso 
7179.7 ± 1595.8# 1812.1 ± 559.7# 1831.8 ± 883.1# 13748.6 ± 2423.1# 

*p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; 

HS+DBHB SIN Iso: n = 6. 

 

El incremento en la marca Et (+) en el grupo HS SIN Iso fue de 2.8 veces para la frontal, 

de 8 veces en la parietal, de 10 veces en la temporal y de 2 veces en la piriforme con respecto 

a las mismas regiones corticales del grupo Control. El grupo HS+DBHB SIN Iso tuvo una 

disminución significativa en la intensidad de la marca Et (+) en todas las áreas corticales 

analizadas con respecto al grupo HS SIN Iso sin que se encontraran diferencias significativas 

entre el grupo Control y el grupo HS+DBHB SIN Iso. Cabe hacer notar que en el grupo Control 

las cortezas piriforme y frontal tuvieron una marca Et (+) basal más elevada en comparación a 

las cortezas parietal y temporal del mismo grupo. Imágenes representativas de las regiones de 

la corteza analizadas para este esquema se presentan en la figura 28. 

 

Figura 27. El DBHB es capaz de prevenir la aparición de marca positiva a etidio en diversas regiones de la corteza 

cerebral en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. Las barras representan la media 

grupal ± el error estándar de la media. *p<0.05 respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS+DBHB 

SIN Iso. UFA: unidades de fluorescencia arbitraria. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; HS+DBHB SIN Iso: n = 6. 
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Figura 28. Imágenes representativas de la localización de la marca positiva a etidio en las cortezas frontal, 

parietal, temporal y piriforme en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. 

 

6.9.3 Distribución de la marca positiva a etidio en el hipocampo 

 La tabla 20 y la figura 29 muestran que en todas las regiones del hipocampo que fueron 

estudiadas del grupo HS SIN Iso, se observa un incremento significativo en la intensidad de la 

marca Et (+) con respecto a los grupos Control y HS+DBHB SIN Iso.  
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Tabla 20. Intensidad de la marca positiva a etidio en el hipocampo. 

Grupo 
Hilus  

(UFA/mm2) 
CA1 

(UFA/mm2) 
CA3  

(UFA/mm2) 
Giro dentado 
(UFA/mm2) 

Control 1810.7 ± 78.4 861.4 ± 411.5 3032.2 ± 949 515.1 ± 237.8 

HS SIN Iso 7838 ± 609.7* 9680.6 ± 2368* 8072 ± 1294.8* 8857.5 ± 2912.5* 

HS+DBHB SIN Iso 1485.6 ± 451.8# 863.8 ± 229.3# 2312.8 ± 1049.1# 494.9 ± 269.2# 

*p<0.05 con respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; 

HS+DBHB SIN Iso: n = 6. 

 

El incremento en la marca Et (+) en el grupo HS SIN Iso fue de 4.3 veces en el hilus, en 

CA1 de 11.2 veces, en CA3 de 2.7 veces y en el giro dentado de 17.2 veces con respecto a la 

intensidad de la marca observada en el grupo Control. De manera análoga a lo que se observó 

en las regiones de la corteza cerebral, el grupo HS+DBHB SIN Iso tuvo una disminución 

significativa en la intensidad de la marca positiva a etidio en las cuatro regiones del hipocampo 

estudiadas con respecto al grupo HS SIN Iso. La intensidad de la marca Et (+) en los grupos 

Control y HS+DBHB SIN Iso no presentó diferencias significativas. 

Imágenes representativas de las regiones del hipocampo en este protocolo se presentan 

en la figura 30.  

 

Figura 29. La hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa incrementó la marca positiva a etidio en todas 

las regiones del hipocampo estudiadas. La presencia del DBHB previno esta elevación bajo las mismas 

condiciones. Las barras corresponden a la media grupal en cada región ± el error estándar de la media. *p<0.05 

respecto al grupo Control; #p<0.05 respecto al grupo HS SIN Iso. UFA: unidades de fluorescencia arbitraria. 

Control: n = 3; HS SIN Iso: n = 4; HS+DBHB SIN Iso: n = 6. 
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Figura 30. Imágenes representativas que muestran la localización de la marca positiva a etidio causada por la 
hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa. Puede observarse que el DBHB previno el incremento en la 
intensidad de la marca Et (+) en todas las regiones estudiadas. 
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7. Discusión 

La hipoglucemia severa es la complicación de mayor relevancia en los pacientes con 

diabetes tipo I que siguen un tratamiento basado en un estricto control de la concentración de 

glucosa en sangre y que dependen de la administración exógena de insulina (Cryer, 2007). 

Estos pacientes pueden presentar uno o dos eventos de hipoglucemia moderada a la semana 

y uno de hipoglucemia severa al año, que de no ser revertido rápidamente, puede causar daños 

irreversibles en el cerebro.  

Para el estudio de la hipoglucemia a nivel experimental se utilizan principalmente dos 

modelos: el primero involucra exponer cultivos celulares a medios sin glucosa y el segundo 

consiste en administrar insulina a roedores. En este último modelo se reportó por primera vez 

que la hipoglucemia severa con presencia de un periodo isoeléctrico mayor a 30 minutos causa 

la muerte neuronal en ciertas regiones del cerebro (como la corteza cerebral y el hipocampo), 

mientras que otras regiones (como el cerebelo y el tallo cerebral) son más resistentes a la 

ausencia de glucosa (Auer et al., 1984). 

Los mecanismos que dan origen a esta muerte neuronal selectiva no han sido 

totalmente descritos. Sin embargo, estudios pioneros en este campo reportaron que durante 

el periodo isoeléctrico existe una liberación masiva de aminoácidos excitadores y que esta 

liberación causa una muerte dependiente de un mecanismo excitotóxico, ya que el uso de 

antagonistas de receptores glutamatérgicos previno la muerte neuronal (Wieloch, 1985). 

Trabajos más recientes en el modelo de hipoglucemia en roedores han reportado que el estrés 

oxidante se encuentra presente tanto antes de que ocurra el periodo isoeléctrico como se 

muestra en los trabajos de Patočová et al. (2003) y de Haces et al. (2010), como después del 

periodo de reintroducción de glucosa (Suh, et al., 2003; Suh, et al., 2007b; Haces, et al., 2010). 

 El presente trabajo tuvo la finalidad de establecer si el cuerpo cetónico DBHB es capaz 

de prevenir la aparición del estrés oxidante que se asocia con la hipoglucemia severa y que se 

genera tanto en el periodo de hipoglucemia como en el de  reintroducción de glucosa. También 

se determinó la capacidad del DBHB para prevenir la muerte celular que se observa luego del 

periodo de reintroducción de glucosa. Con este propósito, utilizamos el modelo de 

hipoglucemia severa inducida mediante la administración de insulina en ratas y evaluamos 

tanto la presencia de estrés oxidante como de células en proceso de degeneración detectadas 

por el colorante Fluoro-Jade B en las regiones cerebrales reportadas como vulnerables, ya sea 
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inmediatamente después de que la hipoglucemia severa alcanzara un estado crítico (periodo 

isoeléctrico) y varias horas después de que la hipoglucemia severa fuera revertida mediante la 

administración de glucosa. Esta aproximación nos permitió observar los eventos que son 

causados por la hipoglucemia severa por sí sola y cuales son causados por la hipoglucemia 

severa seguida de la reintroducción de glucosa, evaluando al mismo tiempo el efecto del DBHB 

sobre estos eventos.  

 En ambos protocolos de trabajo, la hipoglucemia severa se alcanzó 30 minutos después 

de la administración de insulina. En el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de 

glucosa se mantuvo una CSG < 20 mg/dL por aproximadamente 4 horas hasta el momento de 

terminar el ensayo, mientras que en el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción 

de glucosa la CSG se mantuvo a menos de 33 mg/dL por aproximadamente 6 horas hasta el 

final de la infusión de glucosa.  

 El progreso libre de la hipoglucemia en las ratas del protocolo de hipoglucemia severa 

sin reintroducción de glucosa permitió que un mayor número de individuos en los grupos HS y 

HS+DBHB alcanzara el periodo isoeléctrico con respecto a los individuos pertenecientes al 

protocolo de hipoglucemia con reintroducción de glucosa, en donde la hipoglucemia se 

interrumpió tres horas después de la administración de insulina mediante la infusión 

intravenosa de glucosa. Experiencias previas de nuestro laboratorio adquiridas durante los 

primeros ensayos de este protocolo indican que el periodo isoeléctrico se presenta entre dos 

y tres horas posteriores a la administración de insulina, y por esta razón se decidió interrumpir 

la hipoglucemia a un tiempo máximo de tres horas después de la administración de insulina. 

 Como muestra la figura 12, los cambios de las ondas en el registro 

electroencefalográfico fueron prácticamente idénticos a los que se han reportado con 

anterioridad en la literatura (Auer, 2004; Haces et al., 2010), describiendo el progreso de la 

hipoglucemia hasta el periodo isoeléctrico y la recuperación del patrón electroencefalográfico 

normal por la administración de glucosa. 

En el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa se observaron 

periodos isoeléctricos de duración relativamente corta (entre 2 y 11 minutos) cuya presencia 

no ocasionó un aumento en el número de células FJB (+) con respecto a los individuos con 

hipoglucemia severa sin presencia de coma. Estos hallazgos están en concordancia con 

reportes previos que sugieren que la hipoglucemia severa, aún con presencia del periodo 
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isoeléctrico, no causa degeneración celular inmediatamente sino que esta ocurre tiempo 

después y que la reintroducción de glucosa es un factor crucial para que aparezcan células 

positivas a Fluoro-Jade B (Suh et al. 2003). En concordancia con estos resultados, en un 

estudio previo de nuestro grupo se reportó que ratas con hipoglucemia severa sacrificadas en 

el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento mostraron muy pocas células positivas 

a Fluoro-Jade B en el cerebro (Haces et al., 2010).  

Para descartar una rápida desaparición del DBHB de la sangre debido a su consumo 

como consecuencia de la deficiencia energética, en un trabajo previo nuestro grupo midió la 

concentración de DBHB en ratas ayunadas y luego sometidas a hipoglucemia severa. La 

concentración de DBHB antes de la administración de insulina fue de 0.06 ± 0.009 mM. Un 

grupo de ratas recibió una dosis de 500 mg/Kg una hora después de la administración de 

insulina y se reportó que en el momento de la P.R. la concentración de DBHB en sangre era 

0.186 ± 0.035 mM. Otro grupo de ratas recibió una primera dosis de 500 mg/Kg de DBHB i.p. 

una hora después de la administración de insulina y treinta minutos después se administró una 

segunda dosis de 500 mg/Kg i.p. del mismo cuerpo cetónico. En el momento de la P.R., se 

reportó que la concentración de DBHB en estas ratas fue de 0.326 ± 0.079 mM. Estos datos 

sugirieron que una segunda dosis de DBHB ayuda a mantener niveles elevados de este cuerpo 

cetónico antes de que las ratas presenten la P.R. (Haces et al., 2008). 

En nuestro protocolo de trabajo se administró una dosis de 250 mg/Kg de DBHB una 

hora después de la administración de insulina seguida de una segunda dosis de 250 mg/Kg en 

el momento de la pérdida del reflejo de enderezamiento. De acuerdo con este protocolo de 

administración, es probable que antes de que se presentara la P.R. se tuviera una 

concentración de DBHB por encima de la concentración que se alcanza debido al ayuno (0.06 

mM) de acuerdo con los reportes previos de nuestro grupo (Haces et al., 2008); por otro lado, 

la segunda administración de DBHB justo después de la aparición de la P.R. garantiza que 

este cuerpo cetónico se encuentre presente durante el periodo crítico de ausencia de energía 

causado por la hipoglucemia severa, ya que se sabe que la P.R. antecede a la aparición del 

periodo isoeléctrico. 

En el protocolo de hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa se observó que el 

DBHB no tuvo ningún efecto sobre el número de células FJB (+). En este sentido, cabe 

destacar que las células FJB (+) aparecen en gran número en el protocolo que si tuvo 
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reintroducción de glucosa; en este protocolo se observó que todas las ratas presentan una 

cantidad importante de células FJB (+) y que este número se incrementa en presencia del 

periodo isoeléctrico como ya había sido reportado con anterioridad en la literatura (Auer, 2004; 

Haces et al., 2010). En este caso el DBHB redujo significativamente el número de células FJB 

(+) como se discutirá más adelante. 

 Por otro lado, la generación de especies pro oxidantes en el protocolo de hipoglucemia 

severa sin reintroducción de glucosa fue prácticamente la misma en todos los grupos y en las 

tres regiones analizadas. La marca Et (+) es casi de la misma intensidad en todas las regiones 

y en todos los grupos, incluso en el grupo Control de este protocolo que no recibió la 

administración de insulina y que solo se sometió a ayuno. Este hallazgo contrasta de manera 

importante con el reportes de Patočová et al. (2003) y con los hallazgos reportados por nuestro 

grupo (Haces et al., 2010), en los que se encontró un incremento en la lipoperoxidación en 

animales hipoglucémicos que no fueron rescatados con la administración de glucosa. 

Para tratar de establecer el posible origen de la marca Et (+) en el protocolo de 

hipoglucemia severa sin reintroducción de glucosa, un grupo de ratas que no fue sometido a 

ayuno ni a la administración de insulina recibió únicamente la administración de dihidroetidio. 

La figura 21 muestra que el ayuno tiene el efecto de inducir la generación de especies pro 

oxidantes detectadas por la oxidación del dihidroetidio. La presencia de la hipoglucemia severa 

en los grupos sin reintroducción de glucosa no indujo un incremento mayor en la fluorescencia 

del etidio al que se observa en su respectivo grupo Control (figura 20). Por otro lado, el efecto 

del ayuno ya no se observa en el grupo Control del protocolo de hipoglucemia severa con 

reintroducción de glucosa, posiblemente debido a que estas ratas al momento de su sacrificio 

ya se habían alimentado y prácticamente se encontraban en las mismas condiciones que las 

ratas del grupo Control intacto. Estos resultados indican que el ayuno induce un incremento en 

la marca fluorescente del etidio y que la intensidad de la marca Et (+) que se observa en los 

animales hipoglucémicos sin reintroducción de glucosa es posiblemente debida al ayuno y no 

a la hipoglucemia severa. En contraste, los animales hipoglucémicos analizados después de 

la reintroducción de glucosa si presentaron un incremento significativo con respecto a los 

controles ayunados analizados al mismo tiempo (24 horas después de la administración de 

insulina), indicando que el efecto del ayuno parece perderse y no interfiere con el efecto de la 

hipoglucemia severa ni con el de la reintroducción de glucosa sobre la generación de especies 

reactivas. En este sentido, se observó que los grupos con hipoglucemia severa sin 
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reintroducción de glucosa y tratados con DBHB tuvieron una intensidad de marca Et (+) 

semejante a la que se observa en los otros grupos. Estos hechos sugieren que el ayuno generó 

un ambiente pro oxidante que fue detectado por el etidio y que estas especies se pudieron 

haber generado antes de la administración del DBHB. Por otro lado, la presencia del DBHB en 

el protocolo de hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa si tuvo una clara 

disminución de la marca positiva a etidio como se discutirá más adelante. 

 En los animales con reintroducción de glucosa, la hipoglucemia severa se interrumpió 

en un tiempo máximo de 3 horas posteriores a la administración de insulina. En este protocolo 

de trabajo, en el grupo HS cuatro individuos de ocho totales alcanzaron el periodo isoeléctrico 

con duraciones de entre 3 y 7 minutos. En contraste, en el grupo HS+DBHB sólo un individuo 

de siete totales alcanzó el periodo isoeléctrico y este tuvo una duración de 4 minutos. Los 

resultados del grupo de HS sin reintroducción de glucosa sugieren que la presencia del DBHB 

retrasó la aparición del coma posiblemente aportando energía dentro de ciertos límites. Es 

probable que en el grupo HS con reintroducción de glucosa la aparición del coma también se 

retrasara por efecto del DBHB y que no se pudo detectar debido a que la hipoglucemia se 

interrumpió tres horas después de la administración de insulina y no se prolongó hasta que los 

animales alcanzaran el periodo isoeléctrico. Esta interrupción en el grupo que recibió DBHB 

se hizo con el fin de que los grupos tratados y no tratados con DBHB tuvieran una duración 

similar del periodo de hipoglucemia.  

 Estudios pioneros que analizaron el daño hipoglucémico en el cerebro señalaron que la 

intensidad del daño está en proporción con la duración del periodo isoeléctrico (Auer et al., 

1985b). En concordancia con estos reportes, en la tabla 7 puede observarse que el periodo de 

coma de mayor duración (7 minutos) también es el que presenta más células FJB (+) con 

respecto a los periodos de coma de menor duración.  

 Adicionalmente, se había reportado en la literatura que una condición para que ocurra 

daño cerebral es que la hipoglucemia severa debe acompañarse de un periodo isoeléctrico de 

al menos 30 minutos de duración (Auer, 2004). Los hallazgos de este trabajo muestran que la 

hipoglucemia severa aún sin presencia del periodo isoeléctrico y con reintroducción de glucosa 

(Figuras 14 y 18) es capaz de promover la aparición de células FJB (+) principalmente en la 

corteza cerebral, y que la presencia del periodo isoeléctrico aumenta de manera significativa 

el número de células FJB (+) en las regiones reportadas como vulnerables (Auer et al., 1984);  
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 La presencia del DBHB disminuyó de manera significativa el número de células FJB (+) 

en las ratas con HS y reintroducción de glucosa sin presencia de isoeléctrico, indicando que 

este cuerpo cetónico de alguna manera impidió que las células se deterioraran como resultado 

de la hipoglucemia severa y del periodo de reintroducción de glucosa. Una posible explicación 

reside en que ante la ausencia de glucosa el DBHB esté siendo oxidado para la obtención de 

energía. Para estudiar la contribución de los cuerpos cetónicos en condiciones de falla 

energética, Haces y colaboradores en 2008 expusieron cultivos de células hipocampales a 

iodoacetato durante 30 minutos para inhibir la glucólisis en presencia de los cuerpos cetónicos 

AcAc y DBHB, evaluando la cantidad de ATP cuatro horas después de la exposición al 

iodoacetato, y la viabilidad celular veinticuatro horas después de esta. Se encontró que tanto 

la viabilidad celular como los niveles de ATP aumentan por la presencia de los cuerpos 

cetónicos, sugiriendo que su metabolismo por el ciclo de los ácidos tricarboxílicos aporta 

energía en estas condiciones. Muy recientemente, nuestro grupo reportó que en cultivos 

neuronales expuestos a 1.5 horas de ausencia de glucosa, el DBHB ayuda a mantener activa 

la producción de ATP durante la ausencia de glucosa y durante el periodo de reintroducción 

de glucosa (Julio-Amilpas, et al., 2015). La hipoglucemia constituye un evento de falla 

energética que es causado directamente por la ausencia de glucosa, así que es posible que 

en nuestro modelo el DBHB esté contribuyendo con la producción de energía y con ello a la 

sobrevivencia celular. 

 Otra posible explicación para la disminución de las células FJB (+) en el grupo 

HS+DBHB SIN Iso con respecto al grupo HS SIN Iso es la atenuación del estrés oxidante. En 

este trabajo se demostró que la hipoglucemia sin isoeléctrico seguida de la reintroducción de 

glucosa incrementa la cantidad de marca Et (+) y que esta marca es significativamente mayor 

en la corteza cerebral y el hipocampo con respecto a las regiones análogas del grupo Control. 

La presencia del DBHB en estas condiciones disminuyó la intensidad de la marca Et (+) en 

estas regiones hasta valores semejantes a los observados en el grupo Control. Esta 

disminución de la marca positiva a etidio puede ser explicada por la capacidad antioxidante de 

los cuerpos cetónicos, ya que se ha demostrado que estas moléculas tienen la capacidad de 

disminuir el estrés oxidante como se describió en los antecedentes de este trabajo 

posiblemente al actuar como atrapadores de especies pro oxidantes (Haces et al., 2008).  

 Múltiples estudios han demostrado que el periodo de reintroducción de glucosa estimula 

la generación de estrés oxidante a través de diversos mecanismos que en conjunto son 
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capaces de conducir a la muerte celular (Suh et al., 2007). La neutralización de estas especies 

por la capacidad antioxidante del DBHB podría explicar la poca presencia de marca Et (+) y de 

células FJB (+) en el grupo HS+DBHB SIN Iso, que fue expuesto tanto a la hipoglucemia severa 

como al efecto de la reintroducción de glucosa. Por otra parte, también se ha propuesto que el 

DBHB mejora la función mitocondrial y disminuye la generación de especies reactivas que se 

originan en este organelo (Massieu et al., 2003; Bough et al., 2006; Maalouf et al., 2007; Zhang 

et al., 2013). La fuente de las especies pro oxidantes en nuestro modelo escapa a los alcances 

de este trabajo; sin embargo, trabajos recientes de nuestro grupo señalan a enzimas como la 

xantina oxidasa, la NOX y la fosfolipasa A2 como potenciales productoras de especies 

reactivas durante la ausencia de glucosa (Páramo et al., 2010; Páramo et al., 2013). 

 El protocolo de hipogluemia severa con reintroducción de glucosa nos permitió 

establecer una posible relación entre la localización de la marca Et (+) y la presencia de células 

FJB (+). La marca FJB (+) en la corteza cerebral se localizó principalmente entre las capas 

medias y superficiales de las cortezas parietal y frontal, mientras que la marca Et (+) se localizó 

casi de manera exclusiva entre las capas medias de estas cortezas, indicando que la 

degeneración celular no puede ser explicada únicamente por la presencia de estrés oxidante, 

sino que es posible que existan otros factores involucrados, como lo demuestra la presencia 

de células FJB (+) en las capas superficiales de la corteza cerebral que no mostraron marca 

Et (+). Adicionalmente, la intensa marca Et (+) presente en las regiones del hipocampo 

analizadas se relacionó con la presencia de muy pocas células FJB (+) localizadas en el giro 

dentado y en el hilus principalmente, sugiriendo que en esta región el estrés oxidante no se 

traduce necesariamente en degeneración celular, o bien, que en el hipocampo la aparición de 

células FJB (+) requiere de un estímulo más severo, como la presencia de un periodo 

isoeléctrico de una duración cercana o mayor a 30 minutos. 

 Finalmente, este trabajo  demuestra  que el DBHB es capaz de reducir la muerte celular 

asociada a la hipoglucemia severa y de disminuir las especies pro oxidantes que se generan 

durante el periodo de reintroducción de glucosa. Estos hallazgos respaldan el potencial del 

DBHB para prevenir el daño neuronal asociado con la deficiencia energética con presencia de 

estrés oxidante, como el que se observa en la hipoxia, en la isquemia y en el trauma cerebral, 

así como el que se presenta en algunas enfermedades neurodegenerativas en donde se ha 

reportado el mal funcionamiento de la mitocondria, como ocurre en las enfermedades de 

Alzheimer, Parkinson y Huntington. 
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8. Conclusiones 

 

 El D--hidroxibutirato previene de manera eficiente la muerte celular causada por la 

hipoglucemia severa con reintroducción de glucosa así como la aparición del estrés 

oxidante posiblemente gracias a su capacidad de actuar como sustrato energético y a 

su acción antioxidante. 

 La localización de las células con presencia de especies reactivas de oxígeno y de 

células en proceso de degeneración coincide parcialmente en la corteza cerebral y en 

el hipocampo, indicando que la muerte celular inducida por la hipoglucemia severa no 

puede explicarse sólo en términos de la producción de estrés oxidante.  

 La efectividad del D--hidroxibutirato para disminuir las especies pro oxidantes 

producidas durante el periodo de reintroducción de glucosa, sugiere su utilidad como 

agente terapéutico, que podría administrase después del periodo isquémico o post-

traumático.    
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10. Anexo 1. Publicación original derivada de este trabajo: “Protection of hypoglycemia-induced 

neuronal death by -hydroxybutyrate involves the preservation of energy levels and decreased 

production of reactive oxygen species” 
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Protection of hypoglycemia-induced neuronal death by 
¡J-hydroxybutyrate involves the preservation of energy levels 
and decreased production of reactive oxygen species 
Alberto Julio_Amilpas1

,2 , Teresa Montiel1,2, Eva Soto-Tinoco1, Cristian Gerónimo-Olvera1 and l ourdes Massieu1 

Glucose is the main energy substrate in brain but in certa in circumstances such as prolonged fasting and the suckli ng period 
alternative substrates can be used such as the ketone bodies (KB), beta-hydroxybutyrate (BHB), and acetoacetate. It has been shown 
that KB prevent neuronal death induced during energy limiting conditions and excitotoxicity. The protective effect of KB has been 
ma inly attributed to the improvement of mitochondrial function . In the present study, we have investigated the protective effect of 
O-BHB aga inst neurona l death induced by severe noncoma hypoglycemia in the rat in vivo and by glucose deprivation (GO) in 
cortica l cultures. Results show that systemic administration of D-BHB reduces reactive oxygen species (ROS) production in distinct 
cortica l areas and subregions of the hippocampus and efficiently prevents neuronal death in the cortex of hypoglycemic animals. In 
vitro results show that O-BHB stimulates ATP production and reduces ROS levels, whil e the nonphysiologic isomer of BHB, l -BHB, 
has no effect on energy production but reduces ROS levels. Data suggest that protection by BHB, not only results from its metaboli c 
action but is also related to its capabili ty to reduce ROS, rendering this KB as a suitable candidate for the treatment of ischemic and 
traumatic injury. 

Journal of Cerebral BIood Flow & Metabolism advance online publication, 4 February 2015; doi:10.1038/jcbfm.2015.1 

Keywords: energy fa ilure; hypoglycemia; ketone bodies; neurona l death; oxidative stress 

INTROOUCTlON 
Glucose is the ma in energy source in bra in. However, under 
certain conditions other energy substrates such as the ketone 
bodies (KB), acetoacetate (AcAc), and ,B-hydroxybutyrate (BHB) can 
be used by bra in, including the suckli ng periodY prolonged 
fasting? and the ketogenic diet;4 all these situations are associated 
with increased KB levels in blood. Several studies have shown that 
KB can protect the bra in against damage associated with diverse 
neurotoxic insults such as hypoxia,5 ischemia,6-8 hypoglycemia,9,10 
and excitotoxicity.ll ,12 In addition, the ketogenic diet has been 
used for a long t ime for the treatment of refractory epilepsy.4,13,14 
The protective effect of KB has been mostly attributed to their 
conversion to AcetylCoA improving mitochondrial metabolism 
and preserving energy levels.15- 17 However, studies suggest that 
besides providing energy to neurons, KB reduce the production of 
reactive oxygen species (ROS) contributing to their protective 
effect. It has been observed in vitro that AcAc reduces ROS levels 
induced by glutamate exposure and glycolysis inhibition in 
cultured neurons, 12,16 and previous in vivo studies have shown 
that BHB decreases hypoglycemia and glutamate-mediated 
li poperoxidation in the rat brain.1O,18 The mechanism underl ying 
the reduction of ROS by BHB has not been elucidated but we have 
previously reported that KB display a scavenging action of ROS, in 
particular of the hydoxyl radical rOH).lO The physiologic and the 

nonphysiologic isomers of BHB (D- and l -BHB, respect ively) 
scavenge ·OH in a free-cell system and reduce neuronal death 
and ROS production induced by glycolysis inhibition in cultured 
hippocampal neurons and hypoglycemia-induced li poperoxida ­
t ion in vivo. 10 These observations support the potentia l of KB to 
prevent oxidative stress and cell death induced during energy 
limiting conditions or overexcitation. Two suitable experimental 
conditions to further investigate the mechanisms underlying the 
protective action of KB are the in vivo model of insu li n-induced 
hypoglycemia and the in vitro model of glucose deprivation (GO). 
These conditions are associated with decreased glucose supply to 
neurons favoring the consumption of other energy substrates. 
It is known that hypoglycemia and GO lead to the generation of 
ROS and oxidative stress, which contributes to the death 
of neurons.1O,19-21 In a previous study, we have showed that 
prolonged hypoglycemia not leading to coma causes neuronal 
death in the rat cerebra l cortex and increases li poperoxidation in 
cortex, hippocampus, and striatum.22 The selective vulnerabil ity to 
hypoglycemic neurona l death has been well described in anima ls 
experiencing the hypoglycemic coma ?3 However, the distribution 
of ROS in distinct regions of the hypoglycemic rat brain has not 
been described nor its relation to selective neurona l death. Using 
the oxidation sensitive fluorescent marker, dihydroethidium (DHE), 
we have now investigated the distribution of ROS producing cell s 
in the cortex and the hippocampus of hypoglycemic rats not 
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subjected to coma. In addition, we aimed to investigate whether 
BHB reduces ROS generation in d ist inct cortical areas (frontal, 
parietal, tempora l, and p iriform) and hippocampal subregions 
(CAl, CA3, dentate gyrus, DG), and whether this effect correlates 
with a decrease in the number of degenerating neurons as 
assessed by Fluorojade B (FJB) staining. Results show that 
prolonged noncoma hypoglycemia fo llowed by glucose reperfu­
sion (GR) signiflcantly i tmeases ROS pmduction in all cottical and 
hippocampal areas, wh ile neuronal death is induced mainly in the 
cortex. The systemic administration of BHB effectively and 
significantly reduces ROS levels in all cortical and h ippocampal 
regions and completely prevents cell death in the cortex. Results 
from cortical cultures show that D-BHB, the physiologic isomer of 
BHB, efficiently preserves ATP production, reduces ROS genera­
tion, and notably prevents neuronal death induced by GD, wh ile 
the nonphysiologic isomer, L-BHB .lIso reduces ROS proouction 
and partially p revents neuronal death, but has no effect on ATP 
levels. D- .lOO L-BHB .lIso reduced DHE oxidation in cells exposed 
to xanthine/xanthine oxidase (Xa/Xo), a superoxide prooucing 
system, and to H20 2 further suggesting the antioxidant action of 
BHB. These results support the protective action of BHB against 
neuronal damage induced by energy failure, and suggest that the 
preservation of energy levels in combination w ith reduced ROS 
production accounts for the protective action of BHB. 

MATERIAlS ANO METHOOS 
Animal Treatment 
Three-monlh-old Male Wislar rats (320 10 38Og) from Ihe animal house of 
Ihe Inslitulo de Fisiologia Celular (Universidad Nacional AUlónoma de 
México, UNAM) were used IhrooghooI Ihe study. They were handled 
according 10 Ihe Nalionallnslilute of Heallh Guide for lhe Care and Use of 
Laboralory Animals (NIH publicalions No. 80-23 revised 19%), wilh lhe 
approval of Ihe Animal C~re Committee (aCUAL) of Ihe Insliluto de 
Fisiologia Celular, UNAM. AlI efforts were made 10 oplimize lhe number of 
animals used and minimize lheir suffering. RalS were hoosed under conlrol 
condilions of lighl and lemperature wilh food and waler ad 6bitum. One 
week before lhe induction of hypoglycemia, animals were implanled wilh 
epidural electrodes under 1.5% 10 2.0% isofluorane aneslhesia for 
electroencephalogram (EEG) recording and were randomly dislributed 
among lhe differenl experimenlal and conlrol groop. Rals were fasled 
overnighl and hypoglycemia was induced following Ihe methodology 
deKribed." Briel1y, rillS "'ere inlrdperilOneillly injeCled wilh 24U/kg 
bovine insulin (Sigma, SI louis MO, USA) and blood samples were oblained 
from Ihe lail 10 monilor gllXose levels before (l ime O) and al differenl 
inlf'rv1l1~ ilflPr in~ulin iIClmini~rr"illion (0.<;, 1\ 7, 11M )4hour~) wilh iI 

glucomeler (Abbott Laboralories. Bedford. MA. USA).lnlerhemispheric EEG 
was recorded 30minules before lhe adminislralion of insulin, during lhe 
hypoglycemic period and during glucose infusion unlil normal electrical 
activity complelely recovered. Belween 2 and 3 hoors after insulin injection 
EEG showed an increase in Ihe amplilude and lhe slowing of Ihe lhela 
(4 108Hz) and delta (1 10 4Hz) waves; Ihe animals were drowsy and losl 
!helr r1gh!lng reflex (RR) (when !he anlmals lose !he ablll!y 10 recover!he 
horizonlal posilion when lurned upside down), a behavior preceding {he 
onsel of isoele.::trkity (no EGG itCl ivity or nat EEG) (Figure 2). At Ihis 
momenl, a group of animal. with severe hypogly.:emia (HS) WllS rescued 
wilh glucose alone by an intraperiloneal adminislration of 0.2 ml of 50% 
glucose followed by an inlravenoos infusion (25% glucose in Krebs­
Hf'n«>li'it huffpr ill 1.5 ml./h durin9 1 hou",) IhrOl'9h Ihf' fpmor"ill vi'in 
using a perfusion pump (Harvard Apparalus 22. Soolh Nalik. MA. USA). An 
addi!ional glucose inlraperiloneal injeclion (1 ml 25% glucose) was 
adminislered if blood glucose levels remained below 20mg/dl al lhe 
end of lhe 3-hoor infusion. None of Ihe animals from Ihis groop showed 
isoelectricity. A second group of animals (HS Iso) was idenlically Irealed 
bul hypoglycemia was lett 10 progress unlil Ihe animals Showed 
isolectricily approximalely 3 hoors after insulin adminislralion. These 
animals exhibiled periods of isoleclricity of variable duralion (3 10 7 
minutes) and normal brain activilY was recovered 1 hoor after lhe onsel of 
glucose infusion (Figure 2). 

Anolher groop of animals was lrealed wilh D-BHB (HS+D-BHB) and 
received one inlraperiloneal adminislralion of 250 mglkg of D-BHB 1 hoor 
after insulin adminislralion. None of Ihese ralS showed isoeleclricilY after 
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3 hours of insulin injection, Ihus lhey were rescued w ith glucose infusion 
as described ahove plus a second inlraperiloneal adminislralion of D-BHB 
(250 mg/kg) al Ihe lime of Ihe loss of lhe RR. Conlrol animals received 
vehide solution inslead of insulin (0.1 % acelic acidj ~nd were lrealed in 
parallel wilh Ihe hypoglycemic animals. AlI rals were aneslhetized and 
lranscardially perfused 24 hours after vehide or insulin adminislralion for 
brain e)(!rilClion (see below). In each experimenl, one animal from each 
group was included (conlrol, HS, HS+D-BHB, HS lsol. Animals showing 
seizures were eliminaled from Ihe sludy. 

Determination of Reactive Oxygen Species in Brain Sections 

Reactive oxygen species produclion in lhe brain of hypoglycemic ralS was 
monilored using lhe oxidalion sensilive f1uorescenl marker DHE Onvilro­
gene, Molecular Probes, Eugene, ORo USA). Dihydroelhidium was solubilized 
in 50% DMSO in 10mmol/l phosphale buffer and all animal groups 
received twO inlraperiloneal DHE adminislralions (6mglkg each), 1 hour 
and 25 hours after insulin or vehicle injection.lt is preferenlially oxidized by 
superoxide, allhough il is also sensilive 10 olher reactive species providing 
an index of ROS production. After ilS oxidalion, DHE produces Ihe 
f1uorescenl compounds elhidium (El) and 2-hydroxyethidium.:z.4 

Twenly-four hours after insulin injeclion, animals were aneslhelized and 
lranscardially perfused wilh 0.9% saline followed by 4% parafonnaldehyde 
in 0.1 mol/l phosphale buffer. Brains were left in fixalive solulion for 
24 hoors and Ihen lransferred 10 a 20% 10 30% sucrose gradienl (24 and 
4S hoors, respectively) and 25 11m coronal seclions were cut in a cryostal 
from +1.70 10 -4.20 from Bregma according 10 Paxinos and Walson?S 
Seclions were mounled on slides and coonlerstained wilh lhe nuclear dye 
Hoechsl (0.001% in phosphale-buffered saline for 15 minutes) 10 facililale 
lhe idenlificalion of EI-posilive cells. Sections were rinsed and covered 
wilh f1uoromoonl-G (EMS, Halfield, PA USA), and were observed under an 
epifluorescence Olympus microscope using U-MNG2 (528 10 605) and 
U-MNU2 (355 10 465 nm) fillers for El and Hoechsl, respectively. 

Six coronal seclions laken al differenl levels from bregma (1.2, 0.2, 
-0.26, -3.14, -3.8, and -4.3) were analyzed per animal. lmages from 
differenl areas of lhe cerebral cortex (frontal, lemporal, parietal, and 
piriform) were caplUred: Ihree fields per section from Ihe fronlal cortex; six 
fields from lhe parielal and lemporal cortices, and one field per section for 
lhe piriform cortex. Three seclions were laken al Ihe I~vel of lhe strialUm 
(1.2 mm, 0.2 mm, and -0.26mm) and five fields per 5e(tion were capc:ured 
from Ihe dorsolaleral slriatum. Al lhe level of Ihe hippocampus, Ihree 
sections were taken (-3.1 4, -3.8, and -43) and four fields per seclion 
were analyzed (CAl, CA3, DG, and hilus). The area ofeach one of Ihe fields 
was Ihe same and corresponded 10 0.4Smm2. The El f1uorescence was 
quanlified from lhe images by means of lhe Image J (NIH, Bethesda, USA; 
httpl/:imagej.nih.gov/ijl) program by an invesligalor blind 10 lhe differenl 
experimenlal condilions. Background f1uorescence was adjusted 10 zero 
and Ihe signal from brighl f1uorescenl cells was measured. Dala are 
expressed as means ± s.e.m. (standard error of lhe mean) of El f1uorescence 
per unil area (El f1uorescence/mm'l. 

FluoroJade Staining 
Fluorojade B staining was performed as described previoosly.n One drop 
of a 1% NaOH solution diluted in Brní> ethanol was added 10 brain seclions 
moonled on slides. After 2 minutes it was replaced by 7m.. elhanol 
solulion. Slides were covered wilh 0.06% potassium permanganale for 
10minules and Ihen seclions were washed and incuooled for 20 minutes 
wilh 0.0004% FJB solulion prepared in 0.1% acelic acid. Finally, Ihe 
sections were washed, dried al SO'"C, rinsed with xylol tor S minutes and 
covered wl!h permoum. Secl lons were observed under an eplfluorescence 
Olympus mioOSl:ope using a U-MNB2 filler (395 10 590nm) and tolal FJB­
posilive cells were m~nUlllly coonled in each cortic~1 lInd hippocllmpal 
area using Ihe lmage J program in 18 brain sections (from 3.20 10 
-4.20 mm from Bregma) frorn each ral by an invesligalor blind 10 Ihe 
diffpr"f'nl lr"f'illmf'nK In iIClriirion, Ihf' Inlill numhN of FIR-poo;i livf' rf'lI~ 

localed in Ihe superficial and medium (11 10 IVI and Ihe deep layers (V 10 VO 
of lhe cortex were coonled separalely. 

Determination of D-Beta-Hydroxybutyrate Levels in Blooo 

The D-BHB concenlralion was delermined in plasma ofconlrol and insulin­
lrealed animals by an enzymalic assay as previously reported.!O Briefly, 
blood was collected in heparinized IUbes 20 minutes afler one adminis­
lralion of 250 mglkg D-BHB in inlacl and fasted ralS or after lhe second 
dose of D-BHB al Ihe lime of Ihe loss of lhe RR in insulin-Irealed animals. 
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An equal volume of 10% perchloric acid was added, samples were 
cenlrifuged al 3,400xg for 10minul es and lhe supematanl collecled. 
D-beta-hydroxybutyrate was determined following lhe me!hod previously 
described.1o. 11 

Cell Cultur ing 

Cortic.al primary cultures were prepared from Wistar ra l embryos of 17 to 
18 days of gestal ion as previously described?O Cells were suspended in 
Neurobasal (Gilxo Life Technologies, Grand Island, NY, USA) culture 
medium supplemenled wi lh 1% B27/1% B27 Minus AO (Gibeo Life 
Technologies), 05 mmol/L L-glutamine, and 20Il9/mL gentamicin (Gibeo 
Life Technologies), and pla led al a density of 2.2 x lOs/cm 2 precoo ted with 
poly-L-Iysine (s¡JglmL, Sigma-Aldrich, SI Louis, MO, USA). Cells were 
cultured for 8 days in vilro (DIV) al 37'C in a humidilied 5% CO2/9S% air 
atmosphere. Four days after plating, glucose (5 mmol/ L), cytosine arabino­
side (0.8¡Jmol/ L, Sigma-Aldrich), and 200 ¡JL of fresh Neurobasal medium 
(contalnlng 2% B2I Mlnus AO) was added. 

Cell Treatments 

After 8 DlV, medium was withdrawn from cells pla!ed on 12-wel plates and 
neurons exposed 10 glucose-free (GD) medium (Dulbecco's Modilied Eagle 
Medium, DMEM, Gitx:o Life Technologies) for 15hours. After Ihis period, 
!he GD medium was changed for lhe Neurobasal glucose-containing 
medium previously wilhdrawn (glucose reperfusion, GR). We detennined 
lhat l he glucose concentration in Neurobasal medium after 8 DlV ranges 
between 10 and 13mmoVL. Cell survival was monitored after 18hours 
recovery by the MTT (3-(4,s-dimethyl!hiazol-2-yl)-2,s-diphenyltelrazolium­
bromide (Sigma-Aldrich) reduction assalc and the lactic acid dehydrogenase 
release assay, as previously described. o Brielly, after 18 hours of GR cens 
were incubated wi l h MTT (l50¡JmoI/ L) for 1 hour at 37"( in s%C~/9s% air 
atmosphere; the medium was aspiraled and Ihe precipitaled fonnazan sal ts 
were solubilized in acidic isopropanol. Absomance was monitored 
speclrophotometrically at a waveleng!h of s70nm. Cell viability is 
expressed as percentage of MTT reduction relative 10 conlrol. Lactate 
dehydrogenase (LDH) activity was assessed in !he culture medium by 
measuring the decrease in the oplical density resulting from lhe oxidalion 
of NADH al 340nm using pyruvale as a substrate. After trea l menl, cul ture 
medium was added to potassium phosphate buffer (0.05 mol/ L, pH 7.5) 
wi th NADH (9.4 mmol/ L, Sigma RBI, SI Louis, MO, USA). The reaction was 
started wi th the addi tion of pyruva le (20 mmolA.., Sigma RBI) 10 l he mixl ure, 
and lhe change in opc:ic.al density was monitored after 5 minutes in a 
spectrophotometer. Data are expressed as percenl LDH release relalive 10 
control. When lhe effect of BHB was tested, cultures were trea ted eilher 
wilh D-BHB or with L-BHB. Dose- response curves were performed 10 

establish lhe concenrrations of D- and L-BHB eliciting prol ection 
(Supplementary Figure 1). A lO-mmol/L concentra tion was chosen for 
incubal ion during Ihe GD or the GR period and a combinalion of 10 mmolA.. 
(GD)+s mmol/L (GR) was elicited when KB were added during both periods. 
The effect of KB was also compared wi th thal of pyruvale and lactate tested 
al the same concentralions (Supplementary Figure 1). Cell survival was 
monitored after the end of the GR period as described above. In a 
differenl series of experiments, cultures were recovered in new Neurobasal 
medium conl aining different concentralions of added glucose (S, lO, and 
20mmol/ L) eilher in lhe presence or in lhe absence of 10mmol/L D-BHB. 
The effecl of isomers was also lested when added alone to !he recovery 
medium in lhe absence of glucose (Supplementary Figure 2). 

Determination of Reactive Oxygen Species in Cultures 

Cells were plated on 12-well plates and ROS levels were determined 
immediately after 1.5 hours GD or 1 hour after GR using DHE. Dihydroelhi­
dium (2.3¡Jmol/ L) was added to Ihe medium (DMEM) during GD and 
added again during GR. Cells were washed wilh Lockey medium (mmol/L): 
(NaCl 154, KCL 5.6, NaHCO) 3.6, CaCI 2 2.6, HEPES 5.0, pH 7.4),lixed wilh 
formaldehyde 3.7% on ice for 5 minutes and observed byepifluorescence 
microscopy (Nikon Diaphot, Tokyo, Japan) using the DM 400 lil ter.lmages 
from six lields per wel were caplured and Et fluorescence intensily was 
quantified by an invesligalor b~nd 10 the different experimental 
condi tions. D-beta-hydroxybutyrate or L-BHB was incubaled only during 
GD (lO mmol/ L), or during GD (10 mmol/L) and GR (5 mmol/L). Data are 
expressed as mean Et fluorescence intensi ly ± s.e.m. The effect of KB on Ihe 
oxld,)! ion of DHE \·.m ~!~o lem:d in cc!!~ cxpo~ed :0 )(~/)(o lO induce :he 
production of the superoxide radical. Cultures were preincuba!ed wilh Xa 
(lOO¡:smolA..) for 30minules and then Xo (4smU/mL) was added for 15 
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Figure 1. Changes in blood glucose induced by severe hypoglyce­
mia (HS). Blood glucose concentration in con trol and hypoglycemic 
animal s t reated (HS+BHB) and nontreated (HS) wi th D-BHB bef ore 
(time O) and after insulin administration, and after glucose 
reperfu sion. At the time of t he Ioss of tile righting reflex (RR) (2 to 
3 hours after insuli n) animals received 25% glucose (i ntraperit one­
ally) f ollowed by a conti nuous 3-hour intravenous infusion of 25% 
glucose. Control animal s were injected wi th veh icle solution. Blood 
glucose levels were monitored at the indicated t imes. Data 
represent means ±s.e.m . (n =3 to 7). BHB, beta-hydroxybutyrate. 

hours in the presence or the absence of D- or L-BHB plus DHE (23 ¡:smolA..). 
Cells were also exposed 10 H20 2 (200pmol/L) in Ihe presence or lhe 
absence ofD-or L-BHB (lO mmol/L) plus DHE during 3 hours. Al Ihe end of 
the exposure, cultures were washed and El fluorescence delermined as 
described aboye. 

ATP Determination 

Cells were plated on 12-well plates for 8 DlV. ATP concentra tion was 
del ermined immediately after 15 hours GD or alter 3 hours GR. ATP levels 
were detennined by means of a luminometer through lhe luceferin­
luciferase quimioluminescenl kit (Molecular Probes, Eugene, ORo USA), as 
previously described20 and ATP concentra!ions were calcula!ed from 
readings obtained from an ATP standard curve (from 65 to 2s0pmol). 
Aliquots of cell homogenates were kepl for prolein determination by lhe 
Lowry's me!hod 26 and dala are expressed as pmol/1l9 of prolein. 

Statistics 

AII data are expressed as means ± s.e.m. and were analyzed by one-way 
ANOVA followed by a Fisher's least multiple comparison l esl. 

RESUlTS 

Glucose Concent rations and Electroencephalogram Record ing 

Basal blood glucose concentrations ranged between 68 and 
83 mg/dL and no stat istical differences between the groups were 
observed. The two groups o f insulin-treated rats showed glucose 
concentrations of 22.9 (HS) and 25.7 mg/dL (severe hypoglycemia, 
HS+D-BHB) 30 minutes after insulin administration. At the end of 

glucose infusion, animal s slowly recovered glucose levels and at 
24 hours all groups achieved normal g lucose concentrations. The 
recovery of g[ucose levels in HS+D-BHB animals tended t o be 
slower, but no st at istical d ifferences between the groups were 
observed (Figure 1). Figure 2 shows the EEG recordings obtained 
before and during insulin administration and after glucose 
infusion in a representative animal. Between 2 and 3 hours after 
insulin administration, the EEG showed the p reviously reported 
characteristic changes of hypoglycemia ?2.27 which consist in the 
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Figure 2. Ch.i!nges in brain electriGlI activity (electroenceph.i!logram, 
EEG) inducro by severe hypoglycemia (HS). Representative EEG 
recordin-g showin-g the ch.i!n-ges in brain electriGlI activity in 
one insu~n-injected animal before (EEG control) and during HS 
(1 to 3 hours after insulin), during isoelectricity ¡md after the 
hypoglycemic episode (1 hour after glucose reperfusion, GR). The 
recording at the bonom shONS lhe recovery of brain electriGlI 
activity 1 hour aher the eOO of glucose infusion (7 hours after 
insulin). 

slowing of the electrical brain activity and ttle predominance of 
the low frequency theta (4 to 8 Hz) and delta (1 tO 4 Hz) waves. If 
animals were left to progress to the isoelectric period, then 
eleclrical brain activity was completely suppressed showing a f1a t 
EEG; 1 hour after lhe end of glocose infusion (7 hours after insulin) 
brain activity recoverOO (Figure 2). Animals receiving no D-BHB 
were separatOO into two groups; the first group was rescued wittl 
glucose al l he lime of the IOS5 of Ihe RR (HS) while the second 
group of animals was left 10 progress to Ihe coma sta te (HS Iso) 
(isoelectricity) for a short period of variable duration (3 to 7 
minutes) and was rescued with glucose alone after this periodo 
None of the D-BHB-trea ted animals (HS+D-BHB) fell into the coma 
state 3 hours after insulin adminis tration and Ihus they were 
reswed with glucose plus a second intraperitoneal administration 
of D-BHB at this time. 

The concent ration of D-BHB in blood was determined in lhe 
different groups of animals and is shown in Table 1. In fasted ra ts, 
D-BHB blood levels increased to 0.37 mmoVl relative to in int act 
animals, which showed levels of 0.056mmol/L. Twenty minutes 
after one D-BHB (250 mglkg) Injection levels Increased 10 0.69 
mmol/l in amtrol (fasted) dnima~, while in~~n-tr(>at(>d ;mimals 
showed 0.19mmol/ L. In hypoglycemic animals receiving two 
doses of 250 mglkg D-BHB, levels increased to 0.41 mmol/l at the 
t ime of Ihe loss of Ihe RR. These results suggest ttlat D-BHB­
treatOO animals show mild ketonemia and th.i!t Ihe KB is used as 
an alternative substrate to glucose during hypoglycemia, since 
D-BHB decreases from 0.69 to 0.41 mmol/ l at the time of the loss 
of the RR. 

Neuronal Death Induced by Severe Hypoglycemia and Its 
Protection by D-Beta-Hydroxybutyra te 
Figure 3A shows Ihe number of FJB-posit ive degenerating cells as 
observed 24 hours after insulin administration in different cortical 
areas of hypoglycemlc animals not showing isoelectricity (HS). 
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Table l. Plasma levels cA D-¡3-hydroxybutyrate (D-BHB) in rats with the 
different treatlT\ents 

T~tment D.fJH8 {mmoVLl 

"~ 0.056 ± 0.021 
FastOO 0.376±0.010"' 
FastOO+D-BHB 1 dase 0.698 ± 0.048"'.1> 
tnsulin 0.194 ± 0.025 
tnsulin+D-BHB 2 doses OA 1 O ± 0.058"''< 

The leve!. of D-8H8 w .... e det .... mir.ed in pl;",n;, by an enzymalk a, .. y in 
intiKl, fa<1ed ar-.d hypogly<:emk ron. trealed or r><>ntrealed witll D-8H8. 
Animal, w .... ., kitled 20 minutl" ~ft .... lile fir<t D-8H8 admini'tration or ~l 
lile time of lile km of tlle riglltir.g ... fIex in animal, rec.,ivir.g """ 
admini<tration, of D-BHB (250 mgfkg). Dala repr ....... m mean' :I: .. .,.m. from 
al lea" 3 10 6 indeper-.denl animal .. ' P< O.OS relative 10 in""'l_ bp < O.OS 
relative ro fa"ed. <p < 0.05 relative 10 irl<ulin. 

Only a few FJ-positive cells were observed in control animals in 
the frontal, parietal, and temporal cortices. The number of FJB­
positive cells significantly increased in the frontal and Ihe parietal 
cortical areas of hypoglycemic animals. The increase in the parietal 
cortex was higher and significantly different from lhe that In the 
frontal (P < 0.05), lemporal, and piriform cortices (P < 0.(05) 
(Figure 3A). Animals treated wilh D-BHB (HS+D-BHB) showed a 
notable reduction in ttle number in FJB-positive cells in all cortical 
areas. This reduction is signmcantly different in the frontal and 
parietal cortices (P < 0.05) (Figure 3A). As expectOO, in animals 
subjected to a short period of isoelectridty the number of FJB­
positive cells augmentOO in all cortical areas I:')[cept for lhe 
piriform corteJ(o The parietal cortex showed ttle largest increase, 
which 15 statistiGllly different relatlve to ttle frontal and the 
temporal cortices (Figure 3A). 

Most of the degenerating cells were observed in Ihe superficial 
and medium (1 to IV) layers in all cortices rat her th.i!n t he deep 
layers rv and VI), and animals treated with D-BHB showed a 
signifiGlnt reduction In the number of FJB-positlve cells in all 
layers (Figure 3B). In rats exposed to isoelectridty ttle number of 
degenerating cells augmentOO mainly in layers 11 to IV while in 
layers V and VI this number remained unchangOO (Figure 3B). The 
effect of D-BHB on cel deat h induced by coma was no! 
determinOO because none of ttle D-BHB-treatOO rats showed 
isoelectricity. In Figure 3(, FJB-positive cells are shown in brain 
sectlons from representative severe hypoglycemic animals 
treated and nontreatOO with D-BHB, as well as hypoglycemic rats 
showing lsoelectricity. As can be observOO, FJB-positive cells are 
present In the frontal, parietal, and temporal cortices in 
hypoglycemic rats (HS), while D-BHB-treatOO rats show basically 
no degenerating cells (HS+D-BHB). More FJB-positive cells are 
vis ible In cortical areas from animals showing a short isoelectric 
period (HS Iso). From these animals only one showed FJB-positive 
cells in the crest of the dentate gyrus (377 cells) while in the HS 
group wittlout coma only two rats showed degenerating cells (50 
and 167, respectively) in this region. No FJB-positive cells were 
observed in ot her subregions of ttle hippoGlmpus in any group of 
animals. 

Reactive Oxygen Species Production Induced by Severe 
Hypoglycemia and 115 Reduclion by D-Beta-Hydroxybutyrate 

Figure 4A shows Et f1uorescence dat a in distincl cortical areas of 
animals of Ihe cont rol, HS, and HS+D-BHB groups. As can be 
observed, the frontal and the piriform cortices showed a higher 
basal Et signal in control animals as compared with Ihe temporal 
and parietal cortice5. In HS animals, Ihe Et f1uorescent signal 
signifiGlntly augmented in all cortical areas.lncreases of 2.0-, 2.8-, 
S.(}-., and 10.(}-.fold were observed in Ihe piriform, frontal, parietal, 
and temporal cortices, respectively. Et-posit ive cells were mainly 
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flgUN! 3. Number d degenerating Fluorojade B (FJB)-posithle c:ells In áfferent cortical areas d control and hypogiycemk anlmals treated (HS 
+D-BHB) and nontreated IHS) with D-Bt-II and d hypoglycemk animals exposed to lsoelectricity IHS Iso) lA) , The total number Or FJB-positive 
cells In me superficial and medium (11 lO IV) and deep (V and VI) cortlcal layers In me different groups o , anlmals Is al so shown I B~ Data are 
expressed as± s.eJll. Control en = 3), H5 en = 4), 1-6+08HB (n= 6~ H5 Iso In = S~ .p< 0.05 relative to control; 'P < ODS reLative te parietal cortex, 
.p < 0.005 relative to parietal cortex, 'p < O,OS relative to HS, ." < 0.05 relative to layers II to N, lmages from brain sections d representative 
anlmals al each group showlng FJB-positive cells In difierent cortical a re," are shown lO. 1-6, severe hypogl)'Cemia; BI-IJ, bet ... 
hydroxybutyrate. 

observed in me midcle layers (111 and IV) In all cortical areas. In 
animals treated wim D-8HB me Et f1uorescent slgnal significantly 
diminished In al! areas, recoverlng its control value. Figure 4B 
shows representative images of Et·positive cells in the parietal and 
the frontal cortex d animals from the áfferent groups. 

The changes in Et f1uorescence induced by hypoglycemla were 
also investigated in the hippocampus. As shown in Figure SA, me 
hilus and CAl showed higher basal levels d me El signal as 
compared with CAl and me DG in me control group.ln HS fati, El 
f1uorescence increased In all me hippocampal subregions as 
compare<! wim control anlmals. The most Important changes 
relative to control levels were observed In CAl and me OG 
showing increases d 11 .2- and 17.2·fold , respe<tively, while in me 
hilus and CAl Et f1uorescence increased 43- and 2J·fold , 
respe<tively. In anlmals treated wrth D-8HB Et f1uorescence did 
nO( incre.lse and remained c~e to control levels. Figure SB shows 
representative Images of the different hippcx:ampal rt'gions d 
animals exposed to me different treatments. As can be observed 

02015 ISCBFM 

Et-positive cells are visible in all hippocampal neuronal layers. 
while In control and D-BHB-treated animals lhe Et signal is 
notably Iower. 

Effect d D-Beta-Hydroxybutyrate on Neuronal Death and ATP 
levels in Cuhured Cortical Neurons Exposed to Glucose 
Deprivation 
The effect d D-BHB against neuronal deam was also Investigated 
In cortical culture<! neurons exposed lO 1.5 ho~ al GD followed 
by 18hOlKS recovery in glucose-<ontaining medlum. Neuronal 
damage was evaluale<! by the MIT ~uction and the lDH release 
assays. As observed in Figure 6A, ro caused a 54.8% release of 
LDH and a 67.D% decrease in MTT reduction. The protective effect 
d D-BHB against GO-lnduced neuronal death was tested after its 
incubation during GD o r during GR, or during both perlods. 
Accordlng 10 dOie-fesponse curves the maximum protective 
effect of D-8HB was observed at 10 mmol!l when Incubated eimer 
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A -
l~ -,. , 

,..,ydfa<ybJ,.,.. .. ~ mjU«'< ~S d_g hYl"'9~""" 
A J~","",mlp ... l~, a 

_ Fe. _ P<::. e re. CJ p;,c. 

• 

r.,. 4. El flu"""<C~ J'IC~ ... '" pe- _a IEI fl"",g<l!'J'IC~!mm"l In 
difler<l'nt COfticala",,,, of contJOl and hyp:>gIyc~ mOc Mimal< tr<I'at<'d 
IIiS-tD-BHBl and Mntr<l'atf!d IHSl .... tI> D-BIIl IA~ lmag ... Irom 
d_nt "' .... ofth~ ceeb,al"",I<I', ~_po<a~ pMot2ll, hont2ll, and 
pirifonnl w~,~ captu, .... aM th~ El fl""",",CMt .;gr.'" m_ .. ed. 
D<1U ..... etp"' ...... '" mMJ'I$ :I; ... .m. (ont""ln _ 31, HS In_ 4\ 1iS 
+lHIi'Illn ~ 111. ' P '" 0.05 ,&tiv~ 10 control; ' p< 0,05 ""la! .... 10 HS. 
IIIl Imllg ... ",,",n JJOm t:.ain !«tion¡ 01 "'r:<_nt<1tiv~ animal< of 
~""h group sh:>wing Et-po<itiYo' ""'l. In P(x 11 M "'" F(x. liS ... v_ 
hypoglycenia; BHB, t..ta-hyd""'Vl>utyr"'''' 

doo'19 '" afI ... GD (Supplementa'Y Fog .. " 1 A and 81. wn" n ~ WIl. 

add..::! d,.ing boIh periods, !he combinat"'" sh<Mting ma><imum 
pmlection WIl. 10 mmolll(GDI+5 nvnoVL (GRI (di,," nOl ,hownl. 
The lDH ,el", ,,, "'<ay indica"" "'al neu m ... 1 dea'" WIl. 
<ignificamly ...duce<! 10 20.9'10) and lJ.l %, when D-8HB WIl. 

add..::! dunng GD ", d,.ing GR, ""f"'CIillel)/, while ~ was ...duce<! 
10 S.4% when D-8HB WIl. incub:l1ed d,.ing both periods 
(Ñ9"''' wo.¡. r;u >i.ou,oc,,; diíí" ''''K'' W~ > ui.>,,,rv~ ¡"'l~" ¡j", 
"'''''' diff" ... nl 1"010<:0" of D-8i'1l admin;strat""'. Simihv """lis 
we~ fo""d when ,,,,vi,,,,1 wa, monilo""¡ by lhe MTI ""¡uct"", 

a'<iI~ (Figure 681. When D-8HB wa, adde<! onl)l dunng GD 
neu",,,,,1 " ....... aI wa, l.ignificantl)l 'tim ..... le<! a, indic.lle<! by lhe 
ine,...", in MTI ""¡uct"", 10 61.4% d eontrol~alue .. lneubationof 
D-8HB dunng GR allO incr",1ed l.ignificantly ee ll \uN ..... 1 10 48.9'10) 
d eontrolleYels.lneubat"", ofD-BHB dunng GDand GIl ineJeilIed 

ee ll \UN",aI 10 75.2'10 d control. No ,"'tistic;!1 differenee wa, 
obseNe<! bet_ "'e "' ''''' <Hfe ,e m lreatments. 

The effect of l-8HB, "'e "onphysiologie ;sorne, of BHB, wa, 
also tesled. Do<e--,es ponse cUNes fa' l-8HB are Ihown in 
Supplemen"''Y Figure lA an~ B. lis Ihown in Ñgu"" SA and SB, 
incul>ltion with 10 nvnol/t l.ei't'l onl)l dlJJing GD had no effecl on 
ne",onal \uN ..... 1 aeeon:!ing lo lDH release and MTI data. In 
eom",", i,..""",e<! eell \UN .... I wa, """'Ne<! when l.eHB wa, 
p""e m d"'ing GD and GR . nd when ~ wa, added only dunng 
,e,,,,,,e 'Y '''9gesting "'at "'e p,otect"'" action ofl-8HB i, e""ne<! 
d"'ing GIl. Howew" l.eHB "" .. les, effecti"", and its effect 
''''ti,tic;!11y <Hfe,em f,om "'at d D-8HB (Fig",e 6A; 
Supplemen"''Y Fog",e 11. I""'ge' d cul!u""¡ ee ll, expose<! lo 
lhe differenl tr&llmem, a~ Ihown in Fig",e 60. lis can be 
obse Ned, e""",,,,e 10 GD GlIU IeS a de",,,,,,, in lhe n"",be< d ee lls 
with a nor"",1 morpholo:¡y and "",ny d "''''' appea, 
,Iv",,""n with lhin and dlTlilged proces,es.. In eom",", ee U, 
expoled 10 D-8i't'1 d"'ing GD and GR or onl)l dlJJing GR appea, 
morphologiGIIIy l.imiliv lo ce" pre,em in control eult",e~ while a 
Iowe, numbe, of ee ll, with a normal morphology can be 
obseNe<! in cultures tr&lle<! wi'" l.eHB. The effect d D-BHB 
wa, compare<! with "'at <:l O!he, en"9)I IUbIl"'tes, \Ud! a, 
pyr""~'" ~,od IdUd'''. Pyru ... '" "Y,oiIi"",,,ly p,,,.,,,n.,.J """,,,, ,d! 
death ",,""ing MTT ,edurnon 10 6O'IiI of lhe eontml whe n 
incul>lted dunng "'e GD p<'fOO, and its effect wa, nO! lIatilliGIIly 
diffe renl fmm lhal of S and IOmmoVl D-8i't'1 (Supplememary 
Figure lAI. lactate w'" ineffecli\le when ineubate<! dunng 
GD. In "'e ca", of po,n,.,."""nl pynl""le eli<:~e<! l.ignificanl 
pmtect"'" ,eslOnng MTI ,e<!uction 10 51% and 61% al 2 and 
10 nvnol/l, respecti"",ly, and lhis effect wa, nol <Hfe,.,,1 fmm 
lhal d S and IOmmol/l D-8HB (Supplem.,,"''Y Fog",e lBI. 
lactate ineJeilIed ne"",,,,,1 ""';""Ial 2 mmoVl ,hawing a ,,,,,,IIe, 
pmlect"'" efl'ect a, eompa-ed with S and 10 nvnol/t D-BHB 
(Supplementlr'¡l Ñgure lBI. 

To ",.s' whe1heor!h .. p"",.,.,..tion of ""'''9)1 Ie\/ .. I, contsib""", 'o 
lhe p,O!ect"'" act"'" of [).8i't'1, ATP IeYeIs were dele,mine<! 
immediiltely afie, GD o, ""e, 1houl'$ of ,ec<N<'ry in gluc"", 
eomaining medium. A, depicte<! in Figure 6C ATP eonee m",tion 
'ignificantl)l decline<! 68'Ió 01 !he control ""Iue immediiltely afte, 
GD (Ñgure 6(, Ieft 1>11'$1 and did nol ,eco""" ""e, 1 ha"" d GR 
(Figure 6(, middlel. When D-8HB wa, p'e",nl dunng GD, ATP 
""'els decline<! only WIi> d control ""'el, (Figure 6(, Ieft biv'l and 
,e"",ine<! eI"",ated 1 h""" afte, GR (middle 1>11'$1. When D-BHB 
wa, adde<! dunng GD and GIl, ATP I"",e ls were ,eslO""¡ 10 H% d 
eomml ~alues 1 ha"" afte, GIl (right biv'l. ATP eo,..,."trat""" 
we,e aI,o e ... mine<! when D-BHB wa, added only dunng lhe 
,ec<Ne'Y p<'fiod, and in thi< GlSe ATP rec<Ne""¡ lo 711'1ó d 
eomml ~alues (control 11.86±0325; <iD 1.78±0.64; D-BHB 
9.lS±I.B1 n~ 11. No lIatisliGII <Hfe,e,..,e wa, fo""d in lhe 
,ec<Ne'Y of ATP IeYeIs obse",e<! afte, lhe diff .. e m p'O!ocol, d 
D-8HB admin;s""tion. 

In eom",,1 10 D-8HB, i,..,ubat"", with l-8HB dlJJing GD did nol 
in",,,,,,, l.ignificantl)l ATP <onee m",tion '" determine<! e ;tlte , 
immediiltely afte, <iD o, 1 h""" afte, GIl (Fog",e 6(, Ieft and 
mid<le bal'$ ~ When l-BHB wa, p'e",m d"'ing both GD and GR, 
ATP ""'els were ne~he, re'IO-ed. Similil~y, l-8HB had no effect on 
ATP eo,..,e ntrat"'" whe n i,..,ubate<! only dlJJing ,ec<Ne 'Y (control 
11.86 ± 032; GD 1.78 ± 0.64; l-8HB 19, n ~ 11. lis ... pected, lhe<e 
da'" '''9gell "'at lhe pmtecli\le efl'ect of l-ei't'l can nol be 
~n';l>ott....t '" ~ m .... tnl .. ""'inn 

In agreem.,,1 with lhe", oe\UlIs, we """'....,.¡ "'al 10 nvnol/t 
D-8HBwa, ablelO ,eseuea ,,,,,,11 pe",e n"'ge (20.2'101 deel lswhe n 
added alone (no gluc""'l inl"" rec<Ne 'Y medi"", (Supplememary 
Figure 21, \U99estin9 !hat D-BHB can ,,,,"'in e n" 9)I """"boIi,m 
lo a limited e"'em in lhis eondit"", .. In eontr"'t 10 mmol/ll-BHB 
wa, ""able lo p'""",nl ne .. onal dart'lilge in lhe ab",,..,e d 
gluc"",. When D-8HB wa, .dde<! 10 !he ,ec<N<'ry medi"", in 
eombinat"'" wi!h differerl eonee m",tions of glueose; ~ 
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Il-h)df<>xybutyf.~ ~Ll('" ~ dumg h)PD9~mia 
A JLi"""'mlpoo,7 ~, al 

A 
_ DG 

CJ Hil". -C" D CA> 

"E '" • 
~ o e '00 
~¡, • x 
o • ~ 
tú 

• Control 

B Control "' HS+ D-BHB 

1..,. S. E! fu"""" .. "", UM' po, ""~ ",u lE! flu"",..,.,,,,,..,rmm'1 in d1f~ "'nt <ubr"9ion$ 01 tho hir>pOcampu. 01 ~ontrol and h)'F'Og/yc<'móc 
ani ...... ''''Me<! IIiS->D-8HBl ar"ld Mntr",'~d (liS¡ w~h D-8HB lA]. lmao;¡e< lrom dlf~ "'nt hippOcampal <ub"'9000>'ICA 1. CA). do!m",~ gyru< 
I[)(;l, i'ilu.1 w"'~ capl .. ~ 300 m~ E! flu"",,,,onl <igMl ""'Mur~, D.n.> a", ~xprfl""'" ""'''''' ;lo .,~m.Controlln _ ll. HS tn _ 41. Hs..D-8HB 
In.6L·P < 0.05 ",miv~ lo control; ' P < 0,05 "'~_ lO H'>. (Bllmao;¡e< Irom br"'. <ectOon< 01 ,,,,,,,,,,,,,121_ animal< 01 ~""h 91'''''1' <how EI­
f>O'/Iiv~ «1" in 1"- diffe",nt hippocampal.ub"'QOoo>. {BI, liS .... ""'" hypogIyc_io; BliB. ~ydooxyb"'Y""~ 

'igoificantl)llnaease<.! , e ll ",,,,,,,,1 M 5 ar"ld 10 nvnoVl glo",,,,e. 
whlle mi< Impro"",menl was no Ionge' slgnmc..nt when combine<! 
wim 2(Immolll gluc",e ¡Suwlemenl2l'Y Figure n PrOleclion by 
D-ft18 in me pt'"",,,,,e 01 10 nvnoVl gl""o ... "9""" wim me 
prOleCl .... e etfecl obse ",e<! in me expe!'iment< ,hown in Fig .. ", 6" 
and 68, in which me concent",lion 01 gl""o ... in lhe ,,,,,,,,,,e 'Y 
m ... :lium wa, 10 lo n nvnol/L Th"", ,e "JlI< "'99"'1 mal me 
impm"",menl 01 ce ll ",,,,,,,,1 ~ D-8H8 '''''1''''''' me p"' ... nce 01 
9 Iuo",,, 

EfI<CI 01 Bet;H1ydrOX)'b"'Y"'''' on R .... ct"'" ÚX)Igen Spede< 
Produclion in CuFture<! Cortical Neuron< Expose<! 10 GD-tGR, 
Xafl(o, and H,D, 
In , p"",lou, study. _ repofle<! mal boIh Isome" 01 BHB 
efIio:lently ~""''''I lhe prodJcIion 01 ROS induce<! by 91)'C01)";i< 
Inh bmon. 1 We ha"", now ,""e"'9"ted me etfecl 01 l- and D-8HB 
on :¡OS gene",ted d .. ing and aft ... GD. A, <Ir"""n in Fig ...... 6E, me 

e 2JI5!SCBfM 

El fluo""""nl slgnallnc",,"" allhe end 01 GD ,elaI"'" 10 control 
""Iu",. and D-8HB <lgnmc..ntly ted""e<! mi< I"",e"",. whlle l-8i't3 
liad no etfect CulN re, expos.ed 10 1,5 hou" 01 GD foIlowed ~ 
I no .. el GR <lrowed a nol2lble in""" ... in El fluore,ee ""e rel;,li';e 
10 cuF",·", expose<.! only GD Indlcating IIIaI ROS ;ve mainly 
pro:fucod during GR. CulN"" expos.ed 10 l- '" D-BHB during GD 
and GIl lignificantly ted""ed ROS pro:f""lion. The effecl 01 D-8i't3 
was sigr1mc..ntly differenl lrom IIIaI oIl- BHB (Fog .. e 6U. 

The ... ,,,, uFl< ''''lge<llhal pt'OIeclOoo> by BHB can be aI"ibuled 
nol only 10 a mel2lbolic ""Iion bul aI,o 10 an anlioxidant etfeCI. To 
¡ .. me, le<llhi, hypolhesis. _ u .... IWO <ifl ... ent condmon< 10 
"imui.n~ ROS produclion mal ;ve nol <iteClly as,odaled w;m 
"""'9)' 1;,;1 ....... To <limuFale me ptod""lion 01 su pe,oxjde. c" II, 
_re e"pose<.! lo Xa/'JJ:J in me p,,,,,,,,,,e 01 DHE and me El 
fluo""".m 'ignal wa, quant""led. A, ob ... """'¡ in Figure 6F. bom 
BHB i<O'I1e " ,ed ""e<.! El fluo re,ee""e <lrowin9 D-8HB a bett ... 
etfeCI. Simil;vly. lhe ina ....... in me E! 'ignal induced ~ 

Joomalolc... ..... I !Jood flow& Mnobohm 120151. 1_ 10 
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• , 00 • 
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.~ .~ .~ - - - - - - - -00 oo·~ ~ 00 GD' GIl ~ 00 00 oo·~ 

1.5I>GO ' lahGR 1.51'1 GO ~ ,~~ UhGO 1 .~hGD ~ JhGR 

O l -BH8 D-BHB L-BHB D-BHB e __ 
GO 00' '" 00' '" G' G' 

E _ 00 Q D-BHB _l-l!l<B F 
~ D-III<B _ L-llttB 

~ • ,-

" ~ '- -• - , 
i ~ '- , - ~ ,- ',- , , 

'1 1'1 - I • ~ ! - • ~ " ~ -Q 'lO 
O O -

,~ - -'. '0 1'1,0, 

IIp.... "'11 ..... "'''''1 monIt"' .... by "rut~ d.."p09"""" (lctll [Al and "'TI (Bl as ...... in cootócal cult ... ~. ~xp;>"" 10 Gll+GR. D-BHB and 
l -BllB _'" I,.,ub.n .... 001)/ doa",rog GD 110mmolIL 10ft b>w<~ <b-irog GDa .... GR (10aJ'ld 5 mmolll, ",~ .... ~ midd'" b>w<1 and onI)I doong 
GR 110mmo~ nght b:.r,l ~ ~ "",,"~ '!oed M meMl<±u.m, 11I~51o 10 ind.peooe.t f~ri"",nt. pe,f~d '" d""I~~1. · P.:O,05 
"'1aI .... 1O GD, P < 0.05 ",latí ... 1<> l -BHB. Chango. In A1P ,,"v<>l< "'" !.hown ¡nle). Úl'1J< _'" ~~ IOGD in thf pr~""" 1', tho "" .. .-.ce 01 
D- and l-8HB IIdl bao;l '" ~ 10 GD and 3 Mur! of GR (middl(' "",d rlght bar'l, D- and l-8HB w"'~ added orol)r durirog GD Inght 
<VId módd'" ba,,1 o,durirog IxIth GD and GR I~ht b<ml. Dataar<! e '<p<'$<f!d a. ",uns :!; um In~ 3 10 71 I ..... ~&.nt u~mel,," · P ", 0.05 
"'1M .... 10 G~ ·P",0.05 ,g,,_ 10 GD-<-GR, P",0.05 ,lIativ~ lo l-BliB, Brlghl ~~ kI mic:rolCOPY im>9'" of a "'''"'''el'''' ....... "",I""'nI 
..... owl"9 tho m<lfphologic:d'lIlr'l9"Hlidted bym~d¡ff~_ltre"""nt< "'~ ..... own ... (DI . T,.,. otIKlof D-llr'Id l -BtIIon ,~act"" ~el """, ... 
lROSI prod..ction l ..... ucM b¡I GD-<-GR, b¡I ""mili""",,,,,,,..,,,, oxid ..... OO:,.¡)(o) a ..... H,o, .. ~ ..... own In (El and (Fl, 0. ... "'~ ~"P",!ed "" 
""'''''' ot ¡,e.m.l" ~ 3 to 4). ~P '" 0,05 ,g"tN~ lO control, ' p '" 0.05 "'~ .... to G~ Xa/XI:> Of H,o~ 'p '" OD5 ,g"u.., lo GD+GR, &p '" 0,05 ,lIativ~ 
10 l-BliB, BHB, "'tll-h)dooxybuty,3I~ G~ 9'uco<" &.",""'kIn. 

Ineob3lkln of eell, In me ",,,,,,roce of H,o, was signific.vltl)l 
reduce<! b¡I BHB showing me two I<ome" ,'mila, eff~. 

DlSCUSSION 
The "'e .... nl re",fto; ag'\'e with p'""""" ~nding< showing m31 
prol""ged n""c"",,, hypogl)lcemia inwce, neur""aI <leam 
mainl)l in me eereb",1 eortex"-"'.>!I and add new inform3lkln 
ab'HJI me disUibuti"" of degene mting and ROS-produeing edls. 
Accomlng 10 me p~nl da ... , noncoma hypogl)lee mia leads lo 
ee ll de3lh in lhe p.YietIIl and 1r"" ... 1 eOftic:"" showirog lhe p.YietIIl 
eorlex me "'~e" numbe, oIdegenemting "" .. "" .. In eomm" lo 
p",,"OU'i ,tudie~ lO.,. __ re UrlilbIe 10 delect a 'igniflcam 

Joo",~ d Ce<<Il<.1 Blood fbw & ~"" (lOI5L 1_ 10 

numbe, of F18-posm.e """"'" In me pirifonn corteJe. Thi, 
dl,crep""q, mi~1 be po'>l.ibly 3Iuib.Jied 10 ,orne ~ariiltio", In 
lhe experimemal pmtocol, or 10 diffe,e roc", in "",in wln"'''¡'ilrty 
lo hypoglyee mie ne .. ""aI damage, The majorily of FJB-po'¡¡iYe 
ce ll, a re obse N"'" in lhe 'uperficial and medium conki!ll la""" (11 
lo IV), and ... anima~ expeneneing a ,hort pe,iod of i<o<>Iearlcily, 
lhe numbe, 01 F 18-po'¡¡iYe eel~ inU&l .... ' mainly in Ihe .... la""" In 
all cortical a"", excepl lo, !he pmlonn eort .... P,,,,,,lous "ud .... 
,eport""'!h31 anima~ e"P"'iendrog a long pe'iod l60minu"", 01 
"oelectrlc~y y,ow mml of dege""'3Ilrog ne"",,,, In la""" 11 and 111 
of Ihe ee,e toal eort ... ," In lhe pre .... nl condrtkln, degene"'ting 
ne .. "", _re aI,o obse""""¡ in ''''''''' IV '''9gelllrog 1h31 !he .... eell, 
a", aI,o wln","¡'''' 10 prolonged ",,"coma hypoglyce mia. In an 

C> 2015 &BfM 



  

 

99 

• ~ § <
 [ , [ r f • f ~ • , o 

~
~
~
~
-
-
~
 
~
~
9
3
~
~
~
3
~
~
~
9
~
~
~
-
~
~
 
o
~
~
-
~
~
~
~
~
~
~
-
n
~
-
~
 
~
~
~
-
~
~
3
~
o
-
~
-
n
-
~
~
~
3
0
n
]
3
~
~
 

~~
[~

J l
~, ~

t r
 !!~ 

1 ~
~[

~f
 f=

jl 
~l
~~
i ~

~~,
 ~l

n¡
!]

li
 ~~~

 i ~
~ ~

~ i
i ~ ~

Jl
 r~

~i'
 U'

;' ~
i ~

i~
 u

 II 
~
g
~
g
~
I
~
~
1
3
~
~
I
~
~
f
~
(
~
~
~
~
l
i
~
~
~
~
W
~
"
~
'
~
i
~
~
i
 
~
~
_
!
,
I
~
(
f
~
_
~
~
3
'
~
I
~
a
~
~
~
'
~
~
~
_
-
~
"
a
~
'
¡
 

¡[
~!
~~
~g
il
~~
fi
l:
l!
~~
:i
li
~!
~r
ll
lr
~~
~,
~i
~~
~~
~{
.;
ª'
i6
i~
.~
1.
J3
1;
il
~!
IJ
~l
i~
3'
~3
¡ 

h 
'<

o-
<a

~ 
iI

 g
-5

i 
~ 

-:
:r

_
 
g.
[~

 ~
"
 .

. 
;;

::
J!

f 
[o

>
Q

."
 ~
 ~

'~
3'
~'
 .

~:
 §

'!i
",

.!!
 

!li 
~ 

::
 f

g
.i

 _
 ir

¡;
¡V

 '<
 ~
 i

i 
g.

;; 
~:
. 

_ 
9-

~ 
.. 

~ 
&

" 
1: 

Jo<
 
"
'"

"
. 

¡W
;!
!¡
m~
m~
!~

 I H
Hn

 li'
 hf

j¡
m!

¡h
HH

HH
~W

;~
~i

f~
I~

~!
:!

!!
f~

! 
~ ~

~~
~ 

gg
9~
,,
,'
~i
 ~

'i.
 

i"
sa

é 
§:

~~
~~

 g.
~ ~

 
B~
 ~
~~

] 
:[

~,
~5

"~
 ~
~g

~ 
~~
 !
~ 

.. ~
<!

5~
~'

; 
~ i&

 ~
§r

,"
'i

~ 
~ ~

~~
 

~~
~~
I:
¡~
~t
ll
li
l!
!:
i~
li
f~
'.
!¡
;~
 i

i!
~t
tt
l~
J!
~I
;¡
!~
¡~
it
lt
Jl
f¡
;I
¡i
i:
';
~I
'!
f;
fl
 

~~
,5

.B
-!

~o
: 

~i
E
H
[
Q
,
~
j
i
:
i
)
S
f
[
~
 

~ó
. 

a,
,3
'~
I,
~S
..
!l
~~
'!
h:
o.
2;
 

iI
..
,q

.-
"~

o/
~:

:I
~:

~:
;,

~;
i"

~~
,~

.!
;;

g 

ill
ll )

lf
 ~

!~
!~
~~
I;
f;
ff
!i
!i
: 

~1
:1

[!
J'

~¡
I~

II
~f

! 
It
i:
l~
I~
~~
fl
f~
~I
~;
i!
~1
1 

i!i
l!~

,i~
 ~

~~
;;
~!
~!
~f
fi
~~
!l
~~
~ 

~~]
llt

.'~
!~~

~!i
!;¡

! 
li
¡!
ll
~~
I~
!t
l~
!¡
~E
i~
i~
~ 

=~
~~

~'
 
~~
 
5
'
t
E
~
~
~
~
~
~
i
"
i
~
~
;
~
t
-

t
~
l
~
t
 
~
1
~
~
:
:
I
f
~
~
;
~
 
r
~
~
~
g
~
~
f
~
~
~
~
"
~
~
~
i
"
§
&
~
~
,
~
,
t
 

H~
H!

H 
i!U

mm
mi

H;
i m

hih
iH

nm
 iH

hB
HW
!H
WH
~[
t 

~
~
~
g
~
~
~
~
 
~f
l.
~~
'~
a~
~'
~l
ll
l~
~g
 
~~
i~
;'
~f
~'
~'
ff
t~
'~
;5
' 

~J
'~
'~
il
ª~
~~
~f
~f
l'
~~
~~
~'
f~
~ 

11
¡;

IJ
~~

J~
'~

~l
ll

~~
I'

I¡
f~

!~
li

;l
rl

i!
~l

f~
~!

~l
lr

~l
;r

l~
~i

~¡
t'

~l
f~

!~
ir

!:
~~

~ 
~~

~'
~ ~

~~
!I

l~
!~

~:
 ~
~~
~i
~~
~[
l;
~ 
i~
U 

~1
~:
t~
] ~

¡~
~~
~!
,!
li
~~
 i
,t

!!
rt

~,
~~

; ~
'~ 

~;!
 ~ 

~~,
 ~ 
~n

. 
o:
:g
i!
1í
ll
.t
",
i!
,;
;r
Ii
:~
.i
I 

f 
~Y
;:
a,
~~
!i
::
l!
E 

g;
_,

Iil
g,

[ 
~
~
~
~
f
[
 '

~1
t[

t"
-'

~"
~¡

;-
~l

i"
",

~¡
;~

B.
~.

il
::

lg
,3

::
1

·,,
g::

l!l
 

-
¡:>

! 
_

"
 

1<
" 

-
"
.
,
~
 

'"
 

¡;r
-"

::I
 

, 
."

, 
::1 

~
 

I
l
.
.
"
 

"'
, 

~
"
"
~
 

~
 

mH
;¡

UW
!t

UH
H¡

;H
h~

iW
~~

¡!
mm

d~
mH

tm
f 

¡!:
I~H

lii
H! 

,,~
'.&

 i
~ 

f.g
-~'

 ~ 
ag
~~
~ 

~ g
,~

~g
, 
h 

~i
 ~ 

~l
::

l a
 g

 • 
.!

l[
 E

 ~!
~~

 ¡¡ 
[&

§~
 ~

~. 
3"

j 3
, 
[~

~ 
~ 

;t~
' ~

 s"
, 

:;: 
~ ~

 ~
;~
, 

~·
d 

~ 
~"
 

~~
¡;

-¡
:,

,_
,~

5'
~8

:.
!:

!.
1:

l>
] 

a:
:l

"'
;[
i
!
-
E
"
~
~
:
 

i"
iP
n$
3i
i-
g,
::
:J
~

· 
~
~
,
~
3
"
l
a
~
f
~
:
:
I
~
3
:
"
&
~
,
 

~
~
-
f
o
 

~~
f 

~ 8
 ~~

:!
 ¡;

~¡
 g,

~,
?~

 
~'~

 l~
 ~
~ 
~~
 ~
~ ~

 ª ~
~l
 ~
Ut

~ 
~j

 ;>¡;
~ .

~~
~:

 3" 
~~
 ~a

, ~
~i

 ~ 
~ ~

~':
:I 
;!
~ 

i~
~ ~

)l
 

~!
!w
al
mm
 j
m~
~~
im
U~
mH
mH
~H
!~
iW
Hu
a.
mH
 !!H

U 
wl
i:
~~
'~
r~
~~
~~
"I
O:
~ 

¡;r 
~~

~I
"'

l~
f~

 
tO
:~
~~
~:
:I
g,
~g
~l
~a
¡;
 
~~
i 

~~
~~

f 
3"
~~
!1
i:
 

~~
".

 
~~!

'!I
;lj

t~I
I~.

~; 
)f,

ll!
¡!i

ii~
!;;

~ll
tll

~¡'
~'I

;IJ
i,:

!11
 i

~i
il
l~
I.
~!
f 

!lt
!,[

; 
:
:
I
~
~
"
~
~
 

~'
~ 

~
~
~
 

~ 
Il

. 
~
~
~
~
"
a
-
~
~
~
~
~
~
~
=
O
i
!
~
~
~
~
~
 
~
!
,
,
_
~
 

",
::

:J
~~

 
f
~
 
~
~
~
 

~
~
 
~
~
 

~~
,~

~i
r"

ii
1~

,~
,.

-§
-g

,~
!I

~ 
~o
:s
1'
" 

... "
5g

'~
..

8~
.a

:"
:O

·b
"f

~.
a;

!l
Q.

~I
I~

ii
i!

."
::

r~
~/

I"
 

'l!
.',

~~.
!l 

... 
.!
l~
~~
 

.a
~ 

if
~~

 
5'

 
:
!
 

i'
I~

::
I-

.!
I;
iI
-¡
 

-
~
 

.:
:1

" 
",

::
r 

~ 
<

0
_

' 
~
 

-
i'i 

0I
i!
t~
 

1
l.

::
I"

, 
~
3
a
 

Ii,
 

.
' 

'¡
',

~'
. 

oP
~.

;¡
_!

l.
""

 
."
~ 

Q~
gl
l.
-t
:i
~l
""
"~
, .

• 
B.~

_f
!l

-g
¡s

~~
~"

,.
!l

~,
,~

 ~
~o

 
~,
~C
'"
ii
l~
~)
I:
,l
<"
ii
 

;;l
::8

.!~
nQ 

~
~
 .

.. 
"8 

t
~
 

~
 

";
!'

~I
i:

 
~~
.z
¡,
.3
 

::
Ic
:~
og
",
,,
 

o 
g

=
):

I 
=

 
¡f

 
? 

...
 

o 
..

..
..

 3
"a
~<
! 

il
 
~
~
~
~
 .

.. 
~
 

;¡
~~

~[
~f

g.
~i

~~
' 
M
~
!
 
~g
~[
ir
[.
8'
~'
i~
~~
~i
i~
~:
i:
~u
·~
~h
~,
r 

~r
~ 

~~
 ~
hg
,~
'~
~i
g 

f~
f~
¡;
 

.. q
: 

! 
o n "­ • • ita
. ! ~ o ] f .,. 



  

 

100 

• " 

/H'I~te recIIIc:es II;lS do.rinSJ hypog/)o:<mio 

" JoJio.A~ rt d 

r. cond.,.;,,", 1"" pr~1 ot_lIoros SUlJgfSll!\¡,t 0-8¡.f1 CA"l 

subs1il\ll~ for gluc:.- in 61 001 ......, modej 01 no",,,",,, 
hypogl)otem .. and <fIea~ pr~l R05 genffiObon and cel 
death in all aflected cortical a~as. regaod~ tnefr difl" ""'bill 
po"OduCllon 01 ROS ."d ""I"",obil"y <O ",,11 dealh. In vi'", .... u ... 
s,uggesl "'al l he m~abolk aC1lvlty 01 D-BHB in comblnalion wiIh 
~5 antioJá(lant aclion conlriw,*s 10 ¡he effectilie pR:I1e<t"'" aeh"" 
01 this KII, and !hall lN>w anion s can tak" p¡,ce d,.;"'l lhe 
"!OO~ ~ in 1M ~en:. 01 glucos.e. ~ obs~1io"" 
support lhe IM<aI"""lK ~tI.1l el [).8fB 1O}aIn~ ~ .. nd 
triIJ_tic , ....... , which a ... InocYled with ~ ImpairlTlO'nt 
ard caldoli .... saMs and whld'l rec¡uloe !Iut ..... ts lI\at aon b. 
effKllYe whoen admim~ aIler lhe IrIS .... 
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Figuras suplementarias: 
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A ". 
Substrate during GD B ". 

Substrate dwring GR 

e ". 
~ 

". _ 0 -

E 
_ 0-8 w 8 ~ 

'O 'O 
¡p. ~ ¡p. 
1= 

~ 
1= 

" " 
" 

Suplemenlary Fig 1. Protection of different concentrations of energy subslrates against neuronal dealh induced by GO. 
L-BHB, O-BHB, pyruvale and laclale were added al the indicated concentrations during GD (A) or GR (8) and neuronal 
survival was assessed by the MTT assay. Dala represen! mean ± SEM of 3-4 ¡ndependent experimenls.·p<O.05 relative 
lo GD. o p<Q.05 relalive lo D-BHB 2 mM, b p<O.05 relative lo D-BHB 5 mM, e p<Q.05 relalive lo D-8HB 10 mM, d p<O.05 
relative lo pyruvale 10 mM, e p<O.05 rela tive lo Q.BHB 5 mM.fp<O.05 relative lo D·BHB 10 mM. 

* 
O * 1-.-
e 
O 
u -O 

'::R. o 

1= 1 
~ 

5 10 5 10 mM 
O L 

BHB 

Suplemenlary Fig 2. The prolective effecl 01 
BHB was lesled in combination wilh differenl 
concentrations 01 glucose in the recovery 
medium and in the absence 01 glucose. Data 
represent mean ± SEM 01 3-4 independent 
experiments. °p<O.05 relative to glucose, & 
p<O.05 relative to L-BHB. 
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