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RESUMEN 

El envejecimiento es un proceso biológico de deterioro progresivo y acumulativo que 

experimentan todos los organismos. Entender cuáles son los mecanismos celulares y 

moleculares que lo causan es de gran interés, ya que es un factor de riesgo para el 

desarrollo de enfermedades crónico-degenerativas como el cáncer, la obesidad y la 

diabetes tipo II. Por su parte la longevidad se ha relacionado directamente con el 

envejecimiento, no obstante, depende además de otros factores tanto intrínsecos (p. ej. 

carga genética) como ambientales (p ej. tipo de alimentación). Los factores que afectan al 

envejecimiento y la longevidad no se conocen completamente, aunque los efectos 

benéficos de la restricción calórica, la dieta cetogénica y el ayuno intermitente en el 

envejecimiento y la longevidad, sugieren que el metabolismo es un componente central y 

determinante de ambos procesos. Otro factor, como el daño oxidante inducido por las 

especies reactivas del oxígeno (ROS), también se ha propuesto que contribuye al proceso 

de envejecimiento. Debido a que las ROS son subproductos naturales de la actividad 

metabólica, en este trabajo se propone que existe una relación directa entre las ROS y la 

regulación del metabolismo, que es determinante en el envejecimiento y la longevidad. 

Para probar esta hipótesis, se caracterizó una línea de ratones que carecen de la catalasa 

(Cat-/-), una enzima antioxidante. Para ello los ratones Cat-/- se caracterizaron durante el 

envejecimiento natural y al ser sometidos a condiciones metabólicas adversas, como el 

ayuno y la alimentación con una dieta alta en grasa (HFD). Los resultados obtenidos 

muestran que la longevidad de los ratones Cat-/- alimentados ad libitum con una dieta 

estándar es menor con respecto a los ratones silvestre (Cat+/+). Dicho hallazgo 

correlaciona con una disminución del peso corporal y una menor acumulación de las 

grasas en el hígado, lo cua no correlaciona con el incremento en el daño oxidante o el 

envejecimiento prematuro. Por otro lado, se encontró que el ayuno causa un incremento 

en el daño oxidante en el hígado de los ratones Cat+/+, pero no en los ratones Cat-/-. La 

acumulación de grasas por efecto del ayuno disminuyó en los ratones Cat-/-. Dicha 

acumulación se relaciona con un mayor riesgo de muerte por falta de alimento y con bajos 

niveles de los cuerpos cetónicos. Un fenómeno similar se observó en los ratones neonatos, 

en los que la ausencia de la catalasa disminuyó la supervivencia por la falta de alimento. 

La disminución de la acumulación de grasas en el hígado de los ratones Cat-/- correlacionó 
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con una disminución de los niveles de expresión de los genes de la lipogénesis, tanto en 

el ayuno como en la alimentación con la HFD. El menor nivel de expresión de los genes 

de la lipogénesis está de acuerdo con el incremento en la actividad de la AMPK que se 

observó en el hígado de los ratones Cat-/-, por lo que se sugiere que la AMPK es el 

regulador del efecto de la ausencia de la catalasa. Con base en los resultados obtenidos 

se propone que, mediante la regulación de los niveles de H2O2, la catalasa participa en el 

control de la actividad metabólica, afectando el proceso de envejecimiento y la longevidad, 

pero sin afectar el daño oxidante en general del organismo. Debido a las similutudes 

encontradas en otros organismos se propone que este que se trata de un mecanismo 

conservado evolutivamente. 
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ABSTRACT 

The aging is a biological and progressive process of cumulative damage experienced by 

all organisms. Understand which are the cellular and molecular mechanisms that underlie 

the aging is of great interest, especially because is a risky factor for developing a chronic-

degenerative diseases such as cancer, obesity and type II diabetes. The longevity has 

been directly related to aging; however, it also depends on intrinsic factors (e.g. genetic 

factors) and environmental factors (e.g. diet type). The factors that affect the aging and 

longevity are not completely known, but the benefits on aging and the longevity extension 

caused several metabolic conditions such as caloric restriction, ketogenic diet and 

intermittent fasting, suggest that the metabolism is an important and determining factor for 

aging and longevity. The accumulated damage caused by reactive oxygen species (ROS) 

have also been proposed as a determinant in aging, however, due that the ROS are natural 

products of metabolic activity, we propose that there is a relationship between ROS and 

metabolism that is determined for longevity and aging. To test this hypothesis, we have 

used mice lacking the antioxidant catalase enzyme (Cat-/-). The Cat-/- mice ware 

characterized during natural aging and under stressed metabolic conditions, including 

fasting and feeding with a high-fat diet (HFD). We have found that the longevity of Cat-/- 

mice fed ad libitum with a standard diet is shorter than the wild type mice (Cat+/+). The 

phenom correlated with decreased in body weight, blood glucose and fat accumulation in 

the liver, but not with increase in oxidative damage or premature aging. On the other hand, 

fasting increased the oxidative damage in the liver in Cat+/+ mice but, it was not the case 

for Cat-/- mice. Interestingly, the liver fat accumulation due to fasting was diminished in Cat-

/- mice, which correlated with increased risk of death and low ketone body blood levels. The 

expression of lipogenic genes were down-regulated in liver of catalase deficient mice in 

response to an HFD and upon fasting. The lower expression of lipogenic genes correlated 

with increased activity of AMPK in Cat-/- mice, suggesting that AMPK could work as a 

master metabolic regulator for catalase absence phenotype. Based on our results, we 

propose that the catalase controlle the H2O2 levels, affecting aging and longevity but 

without effect in oxidative damage. 
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1 INTRODUCCIÓN 

Entender la biología del envejecimiento ha sido uno de los principales intereses de muchos 

investigadores, no solo porque se asocia a la esperanza de vida, sino también porque 

durante el envejecimiento la prevalencia de enfermedades degenerativas como el 

Alzheimer o la diabetes se incrementa significativamente, trayendo consigo problemas 

sociales y económicos, tanto en lo individual, como para la sociedad. Este trabajo de tesis 

buscó contribuir al entendimiento de la biología del envejecimiento, estudiando ratones 

que carecen de la enzima antioxidante catalasa. Los datos obtenidos permiten proponer 

una relación directa entre el metabolismo y las especies reactivas del oxígeno (ROS, por 

sus siglas en inglés) como un nuevo paradigma para entender el envejecimiento y la 

longevidad, y su relación con el desarrollo de enfermedades metabólicas. 

1.1 El envejecimiento y la longevidad 

El envejecimiento y la longevidad son términos que muchas veces se utilizan como 

sinónimos pero se tratan de dos procesos distintos, que si bién están relacionados, hay 

factores que perturban a uno sin afectar al otro (Gladyshev, 2012). Mientras el 

envejecimiento se refiere a un proceso intrínseco de deterioro acumulativo que 

experimentan los seres vivos a lo largo de su vida (López-Otín et al., 2013; Partridge and 

Gems, 2002), la longevidad se refiere al tiempo que logra vivir el organismo (McDonald y 

Ruhe, 2011). A la fecha, los mecanismos que determinan el envejecimiento o la longevidad 

no se entienden completamente, sin embargo, la diferencia de la longevidad entre 

especies (Figura 1) ha permitido sugerir que ambos procesos están genéticamente 

determinados (Partridge y Gems, 2002). El envejecimiento en las especies del reino animal 

puede ser muy diferente y no correlaciona con la longevidad (Jones et al., 2014), lo que se 

puede deber, en parte, a la complejidad de los procesos involucrados, pero sobre todo a 

la importante influencia de los factores ambientales. 

Para entender y estudiar el envejecimiento, en el 2013 López-Otín et al., propusieron que 

existen nueve características distintivas del envejecimiento presentes en la mayoría de los 

organismos; estas características son: la inestabilidad genómica, el acortamiento de 

telómeros, la pérdida de la proteostasis, las alteraciones epigenéticas, la desregulación de 
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la homeostasis de los nutrientes, la disfunción mitocondrial, la senescencia celular, el 

agotamiento de las células troncales y la alteración en la comunicación intercelular (Figura 

2A). Los autores proponen que estas características deben cumplir con al menos tres 

criterios: 1) Se deben manifestar durante el envejecimiento natural, 2) Agravar alguna 

característica experimentalmente debiera incrementar el envejecimiento y, 3) Evitar el 

desarrollo de alguna de las características debiera disminuir el envejecimiento (López-Otín 

et al., 2013).  

 

Figura 1. Esperanza de 
vida de distintas 
especies. Modificado 

de: 

https://www.sciencenew

s.org/article/what-

animals’-life-spans-can-

tell-us-about-how-

people-age 

Las características del envejecimiento propuestas por López-Otín et al., podrían indicar 

que prácticamente cualquier cosa que altere la actividad celular a sus diferentes niveles 

causa envejecimiento, sin embargo, los autores sugieren que estas características se 

pueden clasificar en tres categorías: las características primarias, las características 

antagónicas y las características integrativas (Figura 2B). Las primeras son, como su 

denominación lo indica, las primeras en aparecer como parte del proceso de 

envejecimiento; un ejemplo de estas son las mutaciones en el DNA o las aneuploidías que 
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provocan enfermedades como el cáncer y el envejecimiento. Por su parte, sobre las 

características antagónicas sugieren que son una respuesta compensatoria a las 

características primarias, que, dependiendo de la intensidad, podría tener beneficios o ser 

perjudiciales; por ejemplo, la senescencia celular que como respuesta inicial podría evitar 

el desarrollo del cáncer, pero si se mantiene entonces podría promoverlo y a su vez causar 

envejecimiento. Si el daño se vuelve crónico entonces las caracteríticas primeras y las 

segundas provocan que aparezcan las terceras, que sería el daño final asociado al 

deterioro del organismo por el envejecimiento. Esta clasificación podría ayudar a entender 

una gran cantidad de datos y teorías del envejecimiento como, por ejemplo, la teoría del 

envejecimiento mediada por las ROS. 

 

Figura 2. Características del 
envejecimiento. (A) El 

esquema muestra las 9 

características del 

envejecimiento propuestos por 

López-Otín, et al. en 2013. (B) 

Clasificación de las 

características del 

envejecimiento  Modificado de: 

(López-Otín et al., 2013).  
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La teoría del envejecimiento mediada por las ROS propuesta por Harman en 1956 

(Harman, 1956) es una de las más conocidas, pero también controvertida, para explicar 

este proceso. Esta teoría propone que el daño oxidante provocado por compuestos 

parcialmente reducidos del oxígeno, conocidos como ROS, causan envejecimiento al 

provocar daño en macromoléculas como los lípidos, las proteínas y el DNA. Sin embargo, 

manipulaciones genéticas en el ratón han dado resultados que no predice la teoría. Por 

ejemplo, la disminución de la enzima antioxidante glutatión peroxidasa 4 (GPX4) 

incrementa su sensibilidad al daño oxidante y también retarda los efectos del 

envejecimiento e incrementa la longevidad (Ran et al., 2007). En los ratones con mutación 

heterocigota de la superóxido dismutasa 2 (Sod2+/-),  a pesar de presentar incremento en 

el daño oxidante e incidencia de cáncer, no se acelera el envejecimiento (Van Remmen et 

al., 2004). En sentido opuesto, los ratones carentes de la enzima antioxidante superóxido 

dismutasa 1 (Sod1-/-), tienen características de envejecimiento en el músculo 

incrementadas y disminución de su esperanza de vida (Muller et al., 2006). De manera 

relevante para el presente estudio, la sobre-expresión de las enzimas antioxidantes SOD1, 

SOD2 y la catalasa (CAT) tanto individuales como en alguna combinación no incrementa 

la longevidad de los ratones (Pérez et al., 2009).  

Similar a lo observado en los ratones modificados genéticamente en las enzimas 

antioxidantes, la comparación entre el ratón (mus musculus) y el topo desnudo o ratopín 

(Heterocephalus glaber), ha mostrado resultados opuestos a la predicción de la teoría del 

envejecimiento debida a las ROS. El ratón y el ratopín son  especies con un peso y tamaño 

similar pero con una longevidad significativamente distinta, pues mientras los primeros 

tienen una esperanza de vida de entre 3 y 4 años, el ratopín vive hasta 32 años y además 

no presenta características típicas de envejecimiento  (Edrey et al., 2011). A pesar de su 

longevidad y resistencia al envejecimiento, el ratopín presenta altos niveles de daño 

oxidante, tanto en los lípidos (lipoperoxidación), las proteínas (carbonilación) como en el 

DNA (8-oxo-2-hidroxiguanosina), en comparación con el ratón (Andziak and Buffenstein, 

2006; Andziak et al., 2006; Pérez et al., 2009). Contrario a la expectativa, el mayor daño 

oxidante presente en el ratopín, no se ve reflejado en una respuesta antioxidante, pues la 

actividad de la superóxido dismutasa 1 (SOD1) en este roedor es solo 1.35 veces mayor 

en comparación con el ratón. De manera sorprendente la actividad de la glutatión 
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peroxidasa (GPX) en el ratopín es de hasta 70 veces menor que la que se observa en el 

ratón (Andziak et al., 2005). 

Lo que sucede en el ratopín indica que no hay correlación entre la teoría del envejecimiento 

debida a las ROS, lo que está de acuerdo con manipulaciones genéticas que alteran los 

niveles de ROS en el ratón (revisadas en Pérez et al. 2010), que muestran que de 18 de 

ellas sólo 1 correlaciona con lo predicho por la teoría (Pérez et al., 2010). Los datos 

antagónicos encontrados a la fecha al tratar de demostrar la teoría del envejecimiento 

debida a la función oxidante y las observaciones entre especies como el ratón y ratopín, 

parecen indicar que las ROS y el daño oxidante tienen un fin benéfico, y que en ciertas 

condiciones ayuda al organismo a contender con el envejecimiento y, en consecuencia, 

incrementa la longevidad. Entonces, de acuerdo con los nueve marcadores del 

envejecimiento propuestos por López-Otín et al., 2013, el estrés oxidante se puede 

clasificar como una característica antagónica del envejecimiento.  

Para entender cómo un estímulo de daño, como el causado por las ROS, puede estimular 

un proceso benéfico bajo condiciones específicas, se ha planteado el fenómeno de 

hormesis (Figura 3). Se propone que la hormesis es una respuesta ante un daño 

moderado pero persistente, que permite preparar y hacer más resistente al individuo ante 

un eventual daño mayor, dándole una ventaja adaptativa. Pero si el daño se incrementa 

por encima del umbral que puede tolerar el sistema, entonces provoca los efectos 

negativos esperados, que puede ser una enfermedad o incluso la muerte (Mattson, 2008). 

La hormesis, por lo tanto, podría explicar, en parte, las características que se observan 

tanto en el ratopín como en las diferentes líneas de ratones que carecen o sobre-expresan 

los genes que codifican para enzimas antioxidantes y que se contraponen con la 

expectativa de acuerdo con la teoría del envejecimiento del estrés oxidante. 
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Figura 3. Gráfica de 
hormesis. Un estímulo de 

daño conforme incrementa 

crea una zona de respuesta 

benéfica (zona verde) que 

prepara y adapta al organismo, 

sin embargo, un estímulo por 

encima de la zona benéfica 

provoca los efectos negativos 

asociados al estímulo del que 

se trate (zona roja) 

1.2 Las especies reactivas del oxígeno y su relación con el metabolismo, el 
envejecimiento y la longevidad 

Si bien la teoría del envejecimiento debido a las ROS no predice completamente la 

participación de las ROS en el envejecimiento y la longevidad, no quiere decir que estos 

compuestos no juegan un papel importante en estos procesos, pues podrían regular la 

hormesis, aunque el mecanismo preciso por el cual pueden actuar aún no se entiende 

completamente. Se conoce que las ROS actúan como segundos mensajeros, participando 

en procesos celulares importantes como la proliferación celular, la diferenciación y la 

muerte celular (Covarrubias et al., 2008). Lo anterior indica que el papel de las ROS en el 

envejecimiento y la longevidad puede ser interviniendo como señales moleculares que 

alteran el proceso de envejecimiento y la longevidad. 

Existe una relación directa entre el metabolismo y la producción de las ROS. A nivel 

molecular la mayoría de las reacciones del metabolismo involucran la transferencia de 

electrones de un compuesto reducido a uno oxidado. El principal aceptor final de 

electrones en los organismos aeróbicos es el oxígeno, sin embargo, en ciertas condiciones 

algunos de estos electrones son transferidos directamente al oxígeno molecular, causando 

la formación de las ROS (Figura 4). Las ROS al ser compuestos parcialmente oxidados 

son más reactivos que el O2, característica que las hace capaces de dañar a la célula al 

oxidar macromoléculas como los lípidos, las proteínas y el DNA. Para evitar este daño, la 

célula ha desarrollado sistemas antioxidantes tanto enzimáticos como no enzimáticos que 
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le permiten eliminarlas  (Droge, 2002; Franco et al., 2008) por lo que se vuelven necesarias 

para mantener el balance de las ROS evitando su acumulación.  

 
Figura 4. Reacción general para la producción de energía y de ROS. Los electrones 
de un compuesto reducido (Compuesto A) son transferidos a un compuesto oxidado 
(Compuesto B) permitiendo la obtención de energía. Como resultado el compuesto A se 
oxida y el compuesto B se reduce. Durante la transferencia de electrones entre el 
compuesto A y B pueden pasar directamente al oxígeno formando compuestos 
parcialmente reducidos del oxígeno conocidas como las ROS. Si bien el oxígeno es el 
principal aceptor de electrones en los organismos aeróbicos, la transferencia de estos 
electrones sucede a lo largo de una serie de reacciones bioquímicas controladas. 

A pesar de la producción de las ROS, el metabolismo es central e indispensable para todos 

los seres vivos, debido a que para realizar todas sus funciones biológicas requieren de 

energía y sintetizar sus propias macromoléculas, proceso que implica realizar una serie de 

reacciones bioquímicas que les permiten degradar, de los alimentos, compuestos como 

los carbohidratos, los ácidos grasos y las proteínas, obtendiendo así  energía en forma de 

ATP, NADH2, FADH2, que utilizan para la síntesis de macromoléculas como el DNA, las 

proteínas, los ácidos grasos y los carbohidratos. El metabolismo se puede dividir en dos 

grandes grupos de reacciones: el catabolismo y el anabolismo, el primero es el conjunto 

de reacciones encaminadas a la producción de energía mientras el segundo tiene la 

función opuesta, es decir, el uso de la energía obtenida para la síntesis de macromoléculas 

(Voet et al., 2006); las reacciones del catabolismo son las principales implicadas en la 

formación de las ROS. Dentro de las células, las ROS son producidas principalmente 

durante la fosforilación oxidativa que tiene lugar en la mitocondria y durante la b-oxidación 
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de los ácidos grasos que sucede en los peroxisomas (Bonekamp et al., 2009; Droge, 2002; 

Ivashchenko et al., 2011). Otras reacciones como las llevadas a cabo por el citocromo 

p450, o las NADPH oxidasas también generan ROS, por lo que no toda la producción de 

las ROS está necesariamente está asociada al catabolismo (Droge, 2002). 

1.2.1 La producción de las ROS en la mitocondria y su importancia en el envejecimiento y la 
longevidad 

La mitocondria es el principal orgánulo encargado en la producción de energía pudiendo 

generar hasta el 95% del ATP de una célula (Tzameli, 2012). Dado que la fuente principal 

de producción de ATP es la cadena respiratoria (también conocida como cadena 

transportadora de electrones), la mitocondria llega a consumir hasta el 85% del total del 

oxígeno utilizado por las células (Judge et al., 2007). Se estima que del total oxígeno 

consumido por la mitocondria entre un 1-2% es convertido en ROS (Boveris and Chance, 

1973). Para la producción del ATP, la cadena transportadora de electrones, conformada 

por cuatro complejos proteicos (Complejo I, II, II y IV), utiliza los electrones de los 

cofactores NADPH2 y FADH2, ambos principalmente sintetizados en el ciclo de Krebs. El 

NADH2 reduce el complejo I y éste a su vez transfiere sus electrones a la ubiquinona (Q), 

que al reducirse se transforma en ubiquinol (QH2), un compuesto liposoluble que se mueve 

libremente por la membrana interna de la mitocondria para transportar los electrones al 

complejo III. Por su parte el FADH2 reduce al complejo II y éste a la ubiquinona que a su 

vez transfiere los electrones al complejo III. Posteriormente, del complejo III los electrones 

son transferidos al complejo IV por medio del citrocromo-c. Finalmente, el complejo IV cede 

sus electrones al oxígeno de manera controlada formándose agua. El paso de los 

electrones por los complejos I, III y IV permite el bombeo de protones desde el lumen de 

la mitocondria al espacio intermembranal, dando lugar a un gradiente de protones entre el 

espacio intermembranal y la matriz mitocondrial. Este gradiente es, al final, energía 

potencial que es aprovechada por la ATP sintetasa para producir el ATP (Figura 5). 

Durante el paso de electrones entre los complejos de la cadena respiratoria, pueden pasar 

directamente al oxígeno molecular de forma no controlada, produciendo de esta forma el 

anión súper óxido (O2.-) que es transformado en H2O2 por la acción de la superóxido 

dismutasa presente. Es relevante notar que, mientras el complejo I y II solo forman a las 



Instituto de Biotecnología, UNAM   Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
21 

ROS en la matriz mitocondrial, el complejo III las producen de ambos lados de la 

membrana interna (Murphy, 2009; Turrens, 2003) (Figura 5). 

La producción de las ROS en la mitocondria está controlada por los sistemas antioxidantes 

que se encuentran presentes, en especial la superóxido dismutasa 2 (SOD2) y la glutatión 

peroxidasa 1 y 4 (GPX1 y GPX4), ambas especialmente localizadas en este orgánulo  

(Esworthy et al., 1997; Li et al., 1995). Además de las enzimas antioxidantes, las proteínas 

desacopladoras (UCP) en la membrana mitocondrial pueden evitar la formación de las 

 
Figura 5. Cadena transportadora de electrones y producción de las ROS. Los electrones 
de NADH2 son transferidos al complejo I y posteriormente transferidos al complejo III y IV. 
El FADH2 transfiere sus electrones al complejo II y de ahí son trasferidos al complejo III y IV. 
La transferencia de electrones entre el complejo I y II hacia el complejo III requiere de la 
ubiquinona como acarreador, mientras que el citocromo-c acarrea los electrones del 
complejo III al IV. El paso de electrones entre los complejos I, III y IV permite trasportar 
protones hacia el espacio intermembranal generando un gradiente que es aprovechado por 
la ATP sintetasa para la síntesis del ATP. Las ROS son producidas en el complejo I, II y III, 
sin embargo, el complejo III tiene capacidad de hacerlo de ambos lados de la membrana 
interna mitocondrial mientras el complejo I y II solo en la matriz mitocondria. El complejo IV 
es el que finalmente transfiere, de forma controlada, los electrones al oxígeno formando 
agua. 
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ROS. Las UCP actúan disipando el gradiente de protones, permitiendo el transporte de los 

protones hacia la matriz mitocondrial, produciendo calor en lugar de ATP, evitando así la 

acumulación de electrones a lo largo de la cadena respiratoria y, por tanto, la formación 

de las ROS (Bouillaud, 2009). 

Por la gran cantidad de ROS producidos en la mitocondria, se propuso, en línea con la 

teoría de las ROS causante del envejecimiento, la teoría mitocondrial del envejecimiento 

(Harman, 1972). Esta teoría predice que a mayor actividad mitocondrial mayor producción 

de ROS y envejecimiento. En la mosca Drosophila melanogaster (Drosophila) con la edad 

se incrementa la producción de las ROS, fenómeno que correlaciona con disminución de 

la función mitocondrial. A pesar de este fenómeno, la producción de ROS vía el complejo 

I por la sobre-reducción de la ubiquinona incrementa la longevidad de la mosca (Scialò et 

al., 2016). Al respecto, mayor longevidad en Ceanorhabditis elegans (C. elegans) ocurre 

con la eliminación de los complejos de la cadena respiratoria de electrones mediante el 

uso de RNA de interferencia (RNAi), y también con la inhibición farmacológica del complejo 

III de la cadena respiratoria con actimicina (Dillin et al., 2002). No obstante, el incremento 

de la longevidad inducida con la inhibición del complejo I de la cadena respiratoria en C.  

elegans requiere de la formación de ROS (Schmeisser et al., 2013). Por lo tanto, estas 

evidencias indican que las ROS se producen de manera natural con el envejecimiento, 

pero además pueden ser la señal que le permite al organismo responder ante un posible 

daño causando un aumento de la longevidad.  

En el ratón la mutación de la DNA polimerasa de la mitocondria causa disfunción 

mitocondrial y envejecimiento prematuro, pero no incremento en el daño oxidante o la 

producción de las ROS (Kujoth et al., 2005; Trifunovic et al., 2004). En enfermedades 

neurodegenerativas asociadas con el envejecimiento, como el Parkinson, el Alzheimer y 

el Huntington, se caracterizan por una susceptibilidad en la función mitocondrial y un 

incremento en el estrés oxidante en las neuronas involucradas en el padecimiento (Kujoth 

et al., 2005). Por lo tanto, si bien la actividad mitocondrial podría disminuir en el 

envejecimiento, el efecto de las ROS podría ser dual, es decir, son necesarias para inducir 

señales de respuesta, posiblemente para su eliminación, pero su producción exacerbada 

puede ser negativa para la salud del organismo. 
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1.2.2 Los peroxisomas y su relación con el metabolismo y el envejecimiento 

Después de la mitocondria, los peroxisomas son los orgánulos que más ROS y energía 

producen. Inicialmente se propuso que los peroxisomas tenían la función de sólo producir 

y eliminar el H2O2 (Schrader and Fahimi, 2006), además de contar con enzímas que les 

permite transferir electrones de ciertos metabolitos al O2 y así formar H2O2. De hecho su 

nombre es debido a la gran cantidad de H2O2 que se detectó en ellos (De Duve and 

Baudhuin, 1966). En la actualidad se conoce con mayor detalle sus funciones y se sabe 

que son organulos metabólicos que llevan a cabo reacciones bioquímicas específicas, 

tanto catabólicas como anabólicas. 

Se estima que en los peroxisomas se produce hasta el  35% del total de H2O2 formado en 

la célula (Boveris et al., 1972) y que utiliza hasta el 20% del oxígeno total consumido por 

la célula (Reddy and Mannaerts, 1994). Para contender con las ROS producidas, los 

peroxisomas cuentan con una gran variedad de enzimas antioxidantes, que incluyen las 

glutatión peroxidasas, las peroxiredoxinas y las superóxido dismutasas, pero la enzima 

antioxidante más abundante es la catalasa (Lodhi and Semenkovich, 2014; Schrader and 

Fahimi, 2006). Sin embargo, existe una amplia variedad de oxidasas presentes en este 

orgánulo,  que son las responsables de la formación de las ROS, como la acil-CoA oxidasa, 

la xantina oxidasa y la D-aminoácido oxidasa, por mencionar sólo algunas (Schrader y 

Fahimi, 2006). Los peroxisomas no solo son orgánulos catabólicos, pues también tienen 

la función de sintetizar metabolitos como la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). El DHAP es 

un precursor para la síntesis de ésteres de fosfolípidos, comúnmente conocidos como 

plasmalógenos, moléculas que se sintetizan en el peroxisoma y, que si bien no se conoce 

con claridad su función, es posible que, junto con el colesterol y los esfinlolípidos, formen 

las balsas lipídicas, pues representan entre el 15%-20% del total de los fosfolípidos de las 

membranas celulares (Braverman and Moser, 2012; Lodhi and Semenkovich, 2014). 

La b-oxidación de los ácidos grasos es una de las funciones más importantes que realiza 

este orgánulo, pues le permite a la célula degradar ácidos grasos de cadena larga, muy 

complejos y poliinsaturados, función que solo en algunos casos la mitocondria también 

puede realizar, aunque no con la misma eficiencia (Hryb and Hogg, 1979; Nguyen et al., 
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2008; Osumi and Hashimoto, 1978). A diferencia de la b-oxidación de los ácidos grasos 

dn la mitocondria, en donde el FAD+ es el aceptor de los electrones del primer paso de 

oxidación del acil-CoA (Figura 6A), en el peroxisoma la oxidación de la acetil-CoA a trans-

2-enoil-CoA lo realiza la acil-CoA oxidasa (ACOX) que transfiere los electrones 

directamente al oxígeno para producir H2O2; el H2O2 es posteriormente metabolizado a 

oxígeno y agua por la acción de la catalasa (Figura 6B).  

 
Figura 6. La b-oxidación de los ácidos grasos del peroxisoma produce H2O2. (A) La b-
oxidación de los ácidos grasos de la mitocondria. El acil-CoA al oxidarse tranfiere los 
electrones al FAD+ para formar FADH2. (B) La b-oxidación de ácidos grasos del peroxisoma. 
La ACOX al oxidar el acil-CoA transfiere los electrones al O2 produciendo H2O2. 

En las plantas el único lugar en donde se pueden degradar los ácidos grasos es en los 

peroxisomas (Del Río and López-Huertas, 2016), mientras que en los mamíferos esta 

reacción se realiza tanto en las mitocondrias como en los peroxisomas. El metabolismo 

algunos ácidos grasos sólo se lleva a cabo en los peroxisomas. Los pacientes con el 

síndrome de Zellweger, que tienen defectos en la biogénesis de los peroxisomas, 

acumulan ácidos grasos de cadena larga, en especial el ácido lignocérico (Singh et al., 

1984) y otros ácidos grasos como los ramificados también se han visto acumulados en 

pacientes con desórdenes en los peroxisomas (Wanders et al., 2001). En el ratón la 

ausencia de la ACOX provoca la proliferación de los peroxisomas y esteatosis hepática 
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(Fan et al., 1998), indicando la importancia de este orgánulo en el metabolismo de los 

ácidos grasos que no pueden ser metabolizados en ningún otro lugar de la célula. 

Los peroxisomas, además, pueden ser reguladores generales del metabolismo, pues se 

han identificado metabolitos producidos en el peroxisoma que son ligandos de los factores 

transcripcionales conocidos como receptores activadores de la proliferación peroxisomal 

(PPAR, por sus siglas en inglés). En especial, PPARg, implicado en la lipogénesis y la 

diferenciación de los adipocitos (Walczak and Tontonoz, 2002), es un factor de 

transcripción que podría ser activado por algún metabolito producido en los peroxisomas  

(Lodhi and Semenkovich, 2014). Por lo tanto, es posible que otros PPAR como el a y d 

también puedan ser activados por metabolitos producidos en los peroxisomas. 

Se ha propuesto que los peroxisomas, por la gran cantidad de ROS que producen y por 

sus funciones en la homeostasis del metabolismo, pueden tener un papel determinante en 

la biología del envejecimiento (Périchon et al., 1998; Sandalio et al., 2013; Titorenko and 

Terlecky, 2011). Al respecto, algunos experimentos in vitro muestran que los defectos en 

el transporte de la catalasa al peroxisoma induce senescencia celular (Legakis et al., 

2002). Además, durante el envejecimiento de C. elegans disminuye la abundancia de 

proteínas del peroxisoma, incluida la PEX5, cuya función es el transporte de las proteínas 

hacia el peroxisoma (Narayan et al., 2016). Así entonces, los mecanismos de participación 

del peroxisoma en el envejecimiento pueden no estar restringidos a la producción de las 

ROS, sino también a otras actividades que lleva a cabo este orgánulo y que se ven 

afectadas por la deficiencia en la importación de las enzimas requeridas (Terlecky et al., 

2006).  

En el ratón, el envejecimiento causa incremento de la proteína de la membrana del 

peroxisoma PMP70 en el hipocampo, fenómeno que coincide con una disminución de la  

ACOX y la tiolasa (THL), enzimas que son necesarias para la b-oxidación de los ácidos 

grasos del peroxisoma, sin embargo, que se ve afectada la capacidad antioxidante de los 

peroxisomas (Cipolla and Lodhi, 2017). No obstante, la síntesis de plasmalógenos en el 

cerebro incrementa con la edad, aunque también su degradación (André et al., 2006) 

sugiriendo mayor actividad peroxisomal. Al respecto, en el hígado la abundancia de 
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enzimas de la b-oxidación de los ácidos grasos como la THL y la hidrolasa, incrementan 

con la edad (Amelina et al., 2011), sin embargo, en el hígado la actividad de la b-oxidación 

de los ácidos grasos del peroxisoma podrían disminuir con la edad (Périchon y Bourre, 

1995; Yang et al., 2014). Por lo tanto, durante el envejecimiento es posible que disminuya 

la capacidad de la b-oxidación de los ácidos grasos peroxisomal, fenómeno que la célula 

podría tratar de compensar incrementando la abundancia de las enzimas involucradas en 

esta vía. 

Si bien la actividad peroxisomal puede participar directamente en el proceso de 

envejecimiento, otra posibilidad es que lo haga a través de la mitocondria, pues el 

incremento en el H2O2 de los peroxisomas tiene repercusiones en el balance de las ROS 

de la mitocondria sin repercusiones directas en el estado redox externo a los peroxisomas. 

Estos orgánulos regulan fuertemente el estado redox de la célula aunque individualmente 

son resistentes a las ROS que se producen fuera de ellos (Ivashchenko et al., 2011). 

1.3 Importancia del metabolismo en el envejecimiento y la longevidad 

De acuerdo con las características del envejecimiento, la señal de la prevalencia o 

auscencia de nutrientes puede estar afectada directamente por las alteraciones en el 

metabolismo. Al respecto, en C. elegans la mutación hipomórfica en daf-2, un gen que 

codifica para un homólogo del receptor a la insulina y de los factores de crecimiento tipo 

insulina (Insulina/IGF-I), incrementa la esperanza de vida de este organismo (Lin et al., 

2013). En Drosophila la mutación de chico, un gen que codifica para el sustrato del receptor 

a la insulina 1 en este organismo, y que participa en la vía de señalización Insulina/IGF, 

incrementa la esperanza da vida de la mosca (Clancy et al., 2001). En Saccharomyces 

cerevisiae la mutación de SCH9, homólogo de AKT, también aumenta la esperanza de 

vida de la levadura (Fabrizio et al., 2001). En ratones, si bien las mutaciones en la vía 

Insulina/IGF-1 no ha mostrado resultados contundentes en el incremento de la esperanza 

de vida, sí se ha observado que la restricción calórica, al igual que en otras especies como 

C. elegans y Drosophila, incrementa la longevidad  (Cavallini et al., 2008; Spindler, 2001). 

Se propone que el mecanismo mediante el cual sucede este fenómeno es por un aumento 

en la sensibilidad a la insulina (Bonkowski et al., 2006). Algunas observaciones recientes 
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mostran que en el ratón los niveles de la insulina se incrementan con la edad, causando 

resistencia a la insulina, sin embargo, al disminuir la insulina se incrementa la sensibilidad, 

y al mismo tiempo mejora la homeostasis de la glucosa y aumenta la longevidad (Martin 

et al., 2007). Por lo tanto, un factor determinante para la longevidad es la señalización de 

la insulina, ya que su desregulación, como lo es la resistencia a la insulina, tiene efectos 

negativos en la longevidad y en el envejecimiento, probablemente al afectar la 

homeostasis de los nutrientes y el metabolismo.  

Similar a la restricción calórica, el ayuno intermitente incrementa la longevidad en ratones  

y en organismos invertebrados, incluidos la mosca y el ratón (Anson et al., 2003; Catterson 

et al., 2018; Mitchell et al., 2019; Xie et al., 2017). De manera interesante el efecto benéfico 

del ayuno intermitente en la longevidad parece no depender de la composición calórica de 

la dieta (Mitchell et al., 2019). Aunado a la restricción calórica y a el ayuno intermitente, en 

condiciones ad libitum, el contenido de macronutrientes podría ser determinante para la 

longevidad. En particular, cuando las proteínas representan una baja proporción del 

contenido calórico de la dieta, la longevidad se incrementa. Este fenómeno se asocia con 

una menor cantidad de aminoácidos ramificados y menores niveles de la insulina, 

resultando en menor actividad de la cinasa mTOR, una cinasa que entre otras funciones 

regula el metabolismo (ver más adelante), pues ambas condiciones son activadoras de 

esta cinasa (Chotechuang et al., 2009; Solon-Biet et al., 2014). Otra condición de 

alimentación que tiene efectos en la longevidad y el envejecimiento en el ratón es la dieta 

cetogénica, que se observó que evita el envejecimiento mejorando así la vida saludable, 

efecto que podría estar determinado por menor actividad de la mTOR y de la señalización 

de la insulina (Meidenbauer et al., 2014). Uno de los mecanismos por el cual la dieta 

cetogénica inhibe la actividad de la mTOR es por acetilación, fenómeno que sucede en el 

hígado de ratones alimentados con esta dieta (Roberts et al., 2017). Estas observaciones 

en conjunto indican la importancia y el papel determinante que puede tener el régimen de 

alimentación, los metabolitos y la composición de la dieta en el envejecimiento y la 

longevidad. Para entender cómo el metabolismo puede influir en el envejecimiento y la 

longevidad primero hay que entender cómo éste se regula. 
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1.4 Regulación del metabolismo 

Por su papel esencial en la vida de las células y de los organismos, el metabolismo se 

consideró por muchos años como un proceso constitutivo con limitadas variaciones. Sin 

embargo, algunas evidencias recientes demuestran que el metabolismo es un proceso 

muy dinámico y regulado en todos los organismos, que además tiene la capacidad de 

controlar e influenciar activamente en los procesos celulares como la proliferación, la 

diferenciación y la muerte celular (Agathocleous and Harris, 2013; Green et al., 2014). En 

los mamíferos, la actividad metabólica depende del tipo de tejido y del órgano, así como 

de la comunicación entre ellos. En especial los órganos como el cerebro, el páncreas, el 

hígado, y los tejidos como el adiposo y el muscular se les consideran los más importantes 

en la regulación y mantenimiento de la homeostasis del metabolismo a nivel sistémico 

(Figura 7).  

Para el mantenimiento de la homeostasis del metabolismo, el cerebro interpreta señales 

que llegan de otros órganos. Por ejemplo, la leptina, que es producida y secretada por el 

tejido adiposo, controla la ingesta de alimento y el gasto energético al inhibir la producción 

del péptido AgRP y el neuropéptido Y (NPY) en las neuronas POMC/CART del núcleo 

arcuato del hipotálamo, además de la hormona melanina-concentrina (MCH) y la orexinas 

en el área hipotalámica  lateral (Park and Ahima, 2014). Por su parte el hígado es el mayor 

órgano metabólico, pues en él tienen lugar la mayoría de las vías metabólicas conocidas, 

incluyendo: la glucólisis, la gluconeogénesis, la lipólisis, la lipogénesis, así como el 

catabolismo y anabolismo de las proteínas. En el hígado se mantiene la segundas reserva 

más grandes de glucógeno en el organismo después del músculo, que funciona como 

fuente de monómeros de glucosa de una respuesta rápida para mantener la glucemia 

normal en condiciones de falta de alimento como lo es el ayuno o en alto gasto energético 

como el ejercicio extenuante (Hornbrook and Lyon, 1970). El hígado también es el 

encargado de oxidar los lípidos provenientes del tejido adiposo para producir los cuerpos 

cetónicos que utiliza el cerebro cuando la glucosa escasea, por ejemplo, en el ayuno. En 

sentido opuesto, cuando los nutrientes son abundantes, el hígado sintetiza lípidos que 

envía al tejido adiposo para su almacenamiento. El tejido adiposo, por su parte, es el 

encargado de mantener las reservas de energía en forma de lípidos, que cuando son 
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necesarios, los metaboliza para enviar los productos al hígado y producir cuerpos 

cetónicos, y al músculo para ser oxidados y obtener energía. El músculo es uno de los 

tejidos que más energía consumen después del cerebro y el corazón. En este tejido se 

mantienen las mayores reservas de glucógeno del organismo (Hornbrook and Lyon, 1970). 

Sin embargo, a pesar de su alto consumo de energía, en general el ATP que utiliza lo 

obtiene de la glucólisis, pues en las personas sedentarias las fibras musculares 

prevalentes son las del tipo II que practicamente sólo realizan glucólisis, pero, en personas 

que realizan actividad física, se desarrollan fibras musculares tipo I que son capaces de 

hacer glucólisis y ciclo de Krebs permitiéndoles oxidar la glucosa completamente hasta el 

CO2 y agua (Figura 7). 

 
Figura 7. La homeostasis del metabolismo depende de la comunicación entre distintos 
órganos y tejidos. El cerebro es el órgano que controla, mediante señales nerviosas, el 
metabolismo. A su vez interpreta las señales que otros órganos y tejidos le envían por medio 
de hormonas, como la leptina que se secreta del tejido adiposo, la insulina del páncreas y 
los metabolitos como la glucosa y los ácidos grasos que produce el hígado.  

El mantenimiento de la homeostasis metabólica entre los diferentes órganos y tejidos es 

necesario para el funcionamiento óptimo del organismo, la desregulación podría ser causa 

del desarrollo de enfermedades. Por ejemplo, en la obesidad, la acumulación exacerbada 



Instituto de Biotecnología, UNAM   Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
30 

de tejido adiposo puede generar resistencia a la insulina, provocando que el hígado 

produzca glucosa de manera descontrolada mediante la gluconeogénesis y, al mismo 

tiempo, evitando que sea transportada hacia el músculo o el mismo tejido adiposo. 

Además, la resistencia a la insulina es un factor de riesgo para el desarrollo posterior de 

la diabetes tipo II. Contrario a la obesidad, en condiciones de falta de alimento, las reservas 

de energía del hígado y del músculo en forma de glucógeno son necesarias para producir 

la glucosa que el organismo requiere para alimentar al resto de los tejidos. En especial 

aquellos tejidos que prácticamente sólo dependen de ella, como el cerebro. Si el ayuno se 

extiende por largo tiempo, las reservas de lípidos del tejido adiposo juegan un papel 

determinante para obtener energía mediante la oxidación de los ácidos grasos y la 

producción de los cuerpos cetónicos (Figura 7). 

A nivel celular la actividad metabólica se regula a todos los niveles, desde el 

transcripcional, el traduccional, el pos-traduccional así como por la regulación alostérica 

en muchas enzimas que directamente llevan a cabo las reacciones bioquímicas dentro de 

las vías metabólicas. En el control global, existen reguladores metabólicos “maestros”, que 

detectan el estado metabólico de la célula para inducir o reprimir las vías metabólicas 

específicas. Dentro de estos reguladores metabólicos se encuentran la cinasa activada 

por monofosfato de adenosina (AMPK) y la cinasa denominada ‘el blanco de rapamicina’ 

(mTOR). También factores de transcripción como los PPARs, entre otros, regulan 

globalmente las vías metabólicas, tal que la respuesta sea coordinada. Todos estos 

reguladores del metabolismo responden al estado metabólico y provocan cambios de 

expresión en los genes que codifican para varias de las enzimas que catalizan reacciones 

críticas del metabolismo. A continuación, se describe cómo estos reguladores metabólicos 

actúan. 

1.4.1 Regulación del metabolismo por AMPK 

AMPK es una cinasa presente en todas las células eucariotas y uno de los principales 

reguladores del metabolismo (Hardie et al., 2012). Para regular el metabolismo, la AMPK 

detecta los niveles de AMP/ATP en la célula. La AMPK se compone de una subunidad 

catalítica a y las subunidades reguladoras β y γ (Hardie et al., 2012). La AMPK se activa 
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por dos mecanismos conocidos, por la vía canónica al incrementar la concentración del 

AMP. A pesar de que ADP también puede unirse a la AMPK, sólo el AMP es capaz de 

inducir su activación por medio de provocar cambios conformacionales que le permiten ser 

fosforilada por la cinasa LKB (Gowans et al., 2013; Shaw et al., 2004; Woods et al., 2003). 

La otra vía de activación de la AMPK es la no canónica que involucra su fosforilación 

inducida por la cinasa calmodulina dependiente de calcio 2 (CAMKK2) que responde al 

incremento en la concentración de calcio (Garcia y Shaw, 2017; Hawley et al., 2005; 

Woods et al., 2005). La vía no canónica parece activarse especialmente en respuesta a 

las hormonas (Garcia y Shaw, 2017).  

Una vez activada, la AMPK promueve el catabolismo e inhibe el anabolismo (Figura 8). En 

la regulación del catabolismo, AMPK promueve la degradación de lípidos y carbohidratos 

al inducir la actividad de la desacetilasa SIRT1 por medio del incremento de la relación 

NAD+/NADH2. Al activarse, SIRT1 desacetila específicamente PCG1-a y FOXO1a, 

promoviendo que se vayan al núcleo y, consecuentemente, se incremente la expresión de 

los genes de la oxidación de los carbohidratos y los lípidos, incluidos el citocromo-c (cyt-

c) y la canitina parmitoiltransferasa alfa (Cpt1a) (Cantó et al., 2009, 2010). En sentido 

contrario, el anabolismo de los carbohidratos, específicamente la gluconeogénesis, está 

regulado negativamente por la AMPK mediante CREB, un factor de transcripción que 

regula la trascripción de genes de la gluconeogénesis (Herzig et al., 2002). La AMPK 

impide el transporte al núcleo de TORC2, un coactivador de CREB, mediante su 

fosforilación, evitando así la transcripción de los genes de la gluconeogénesis incluidos, 

Pck1 y G6pc (Koo et al., 2005). Además, el receptor nuclear huérfano SHP también está 

involucrado en la regulación negativa de la gluconeogénesis por la AMPK, sin embargo, el 

mecanismo a detalle no se conoce (Kim et al., 2008; Lee et al., 2010). 

En el caso del anabolismo de los lípidos, la AMPK regula negativamente la lipogénesis por 

múltiples vías. Una de ellas es por medio de la SIRT1, que inhibe por desacetilación a 

PPARg, un regulador positivo de la lipogénesis (Jiang et al., 2012). También lo hace 

regulando a SREBP, de la cual existen varias isoformas, pero la SREBP-1c y la SREBP-

2c son particularmente reguladores de la lipogénesis. Mientras que SREBP-1c  promueve 

la síntesis de los ácidos grasos y los triacilglicéridos, SREBP-2c lo hace con la síntesis del 
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colesterol; ambas isoformas provienen del mismo precursor (Eberlé et al., 2004). SREBP 

se produce como un precursor y requiere de cortes proteolíticos para que se active y se 

pueda transportar al núcleo. De manera interesante, la AMPK inhibe directamente a 

SREBP al fosforilar su precursor, evitando su maduración y transporte al núcleo (Li et al., 

2011). Además de este mecanismo, la AMPK puede inhibir la actividad de SREBP a través 

de SIRT1, que provoca su desacetilación, disminuyendo su actividad (Ponugoti et al., 

2010). El resultado de la inhibición de la SREBP es la disminución de la lipogénesis debido 

a una menor expresión de sus genes blanco, que incluyen a los lipogénicos Fas, Acc, Scd-

1, entre otros (Ikeda et al., 2002). A otro nivel de regulación, la AMPK también inhibe la 

actividad de la ACC y de la FAS por fosforilación directa (An et al., 2007; Park et al., 2015), 

lo que incrementa el grado de regulación de esta cinasa sobre la lipogénesis. 

 
Figura 8. Regulación del metabolismo por la AMPK. La AMPK activa promueve el 
catabolismo e inhibie el anabolismo. Condiciones como el ejercicio o el ayuno que afectan la 
relación AMP/ADP:ATP promueven la activación de AMPK por LKB, mientras las hormonas lo 
hacen a través de CAMKK2. Modificado de: Garcia and Shaw, 2017. 
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El anabolismo también es regulado negativamente por la AMPK a travé de la mTOR, pues 

inhibe específicamente el complejo mTORC1 por dos vías principales. La primera es 

mediante la activación del supresor de tumores TSC2 (Inoki et al., 2003), un inhibidor de 

mTORC1, y la segunda es por la inhibición de su subunidad reguladora Raptor (Gwinn et 

al., 2008). Este último mecanismo se ha observado sucede in vivo en el hígado en el ratón 

(Howell et al., 2017). Mediante la inhibición de mTOR, AMPK regula negativamente el 

anabolismo en general, lo que incluye la síntesis de los aminoácidos y la de las proteínas. 

A nivel fisiológico la actividad de la AMPK tiene muchas implicaciones. Desde el punto de 

vista médico, activadores de esta cinasa, como la metformina, se utilizan para el control 

de la glucemia en pacientes con diabetes tipo II (Zhang et al., 2009a). Además, su actividad 

es indispensable durante el ayuno y el ejercicio (Bujak et al., 2015; Cantó et al., 2010), 

condiciones en las que permite mantener la glucemia.  En la obesidad, la activación de la 

AMPK puede ayudar a tratar el hígado graso al inhibir la lipogénesis (Li et al., 2011). AMPK 

también parece estar implicado en la regulación del ciclo circadiano, que al desestabilizar 

e inhibir al criptocromo CRY1, actúa como un regulador negativo de las proteínas del ciclo 

circadiano CLOCK y BMAL (Lamia et al., 2009). Además, la AMPK participa en la 

regulación de la ingesta, pues en el núcleo arcuato del hipotálamo se inhibe por la leptina 

para controlar la ingesta del alimento (Stark et al., 2013). En conjunto estas evidencias 

muestran la importancia y el nivel de control que tiene la AMPK sobre el metabolismo 

general del organismo. 

1.4.2 Regulación del metabolismo por la mTOR 

mTOR o la proteína blanco de la rapamicina es, como la AMPK, uno de los reguladores 

maestros del metabolismo. La actividad de la mTOR es contraria a la de la AMPK, pues 

regula positivamente el anabolismo. mTOR es una cinasa de serina/treonina que puede 

formar dos complejos proteicos: mTORC1 y mTORC2, ambos complejos comparten la 

subunidad catalítica mTOR, y las subunidades Deptor, mLST8, Tti1 y Tel2. 

Específicamente el complejo mTORC1 cuenta con la subunidad reguladora Raptor y la 

subunidad inhibitoria Pras40, mientras que el complejo mTORC2 contiene la subunidad 

reguladora Ricor, y las subunidades mSin1 y Protor1/2. Ambos complejos regulan el 

metabolismo, pero mTORC1 puede responder a estímulos diversos como concentración 
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de los aminoácidos, la glucosa y el oxígeno, por mencionar algunos. Por su parte mTORC2 

responde a estímulos más limitados, sobre todo asociados a factores de crecimiento, lo 

que le permite, además de participar en la regulación del metabolismo, regular la 

organización del citoesqueleto y la supervivencia celular. Otra diferencia entre mTORC1 y 

mTORC2, es que la segunda es menos sensible a la acción inhibidora de la rapamicina 

(Laplante and Sabatini, 2012) (Figura 9). 

La regulación de mTORC1 es muy compleja. Río arriba de la vía mTORC1, Rheb, el 

activador de mTORC1 que requiere GTP para su actividad, esta inhibido por el 

heterodímero TSC1/2, con actividad de GTPasa. Una vez que TSC1/2 se inactiva, Rheb 

cambia su unión de GDP a GTP, lo que le permite activar a mTORC1 (Laplante and 

Sabatini, 2012). mTORC1 también está regulado negativamente de manera directa por la 

AMPK al fosforilar la subunidad reguladora Raptor y mantener activo a TSC2 también 

mediante su fosforilación (Gwinn et al., 2008; Inoki et al., 2003). Los factores de 

crecimiento y la insulina promueven la actividad de mTORC1 al inducir la inhibición de 

TSC1/2, mientras los primeros lo hacen a través de la vía de las MAPK cinasas, la insulina 

actúa por la vía PI3K/AKT (Figura 9). Por su parte, las proteínas involucradas en la 

inhibición y la activación de mTORC2 no se conocen con claridad a la fecha, sólo se ha 

descrito que en las células del glioblastoma multiforme la fosfatasa PTEN la puede regular 

negativamente (Bhattacharya et al., 2016). 
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Figura 9. Regulación del metabolismo por la mTOR. La cinasa mTOR forma los complejos 
funcionales: mTORC1 y mTORC2. Mediante estos complejos participa en la regula positiva del 
anabolismo. Rio arriba, mTORC1 es regulado negativamente por la AMPK y positivamente por 
la AKT. Por su parte mTORC2 responde positivamente a la acción de factores de crecimiento 
y regula positivamente a la AKT, promoviendo la lipogénesis. mTORC1 es sensible a la 
inhibición por rapamicina mientras que la mTORC2 es poco sensible. 

Una de las vías metabólicas que regula la mTOR es la lipogénesis. El mecanismo involucra 

a la Lipina-1, una fosfatasa de ácido fosfatídico, que al ser fosforilada por el complejo 

mTORC1 se mantiene en el citoplasma, sin embargo, la inhibición de mTORC1 causa la 

desfosforilación de la lipina-1 y posterior transporte al núcleo. Una vez en el núcleo, la 

Lipina-1 evita la expresión de genes de la lipogénesis al inhibir la actividad transcripcional 

de SREBP-c (Peterson et al., 2011). Además, en el hígado NOTCH estabiliza a mTORC1 

promoviendo la lipogénesis vía SREBP-1c (Pajvani et al., 2013). Sorprendentemente, la 

mutación de TCS2 en ratones evita el desarrollo de laesteatosis hepática de los animales 

(Yecies et al., 2011). Este fenotipo parece que se debe a que mTORC1 es necesario para 

la señalización de la insulina por la vía la AKT. La insulina por medio de la AKT e 

independiente de la mTORC1, inhibe a INSIG2a, un inhibidor de la SREBP-1c, 

promoviendo la lipogénesis. Por lo tanto, al parecer existe un circuito de auto regulación 
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de la lipogénesis inducida por mTORC1 en el control de la lipogénesis y que requiere de 

la AKT (Engelking et al., 2004; Yecies et al., 2011). A pesar de ello, mTORC1 no se 

requiere para la inhibición de la gluconeogénesis vía la AKT, indicando que sólo en la 

lipogénesis mTORC1 y AKT actúan simultáneamente (Li et al., 2010). Contrario a lo que 

sucede con mTORC1, la mutación en Ricor, que afecta la formación del complejo 

mTORC2, causa disminución en la expresión de los genes lipogénicos regulados por 

SREBP-1c, pero también provoca menor actividad de la AKT dando como resultado 

gluconeogénesis exacerbada en el hígado (Hagiwara et al., 2012). Estos datos indican que 

tanto mTORC1 como mTORC2 podrían regular la lipogénesis utilizando a la AKT como 

intermediario, pero sólo mTORC2 puede regular la gluconeogénesis al estar río arriba de 

la AKT. 

La regulación de la mTOR sobre el metabolismo no se limita a la lipogénesis. También la 

síntesis de proteínas es regulada positivamente por mTORC1. En condiciones basales el 

factor de iniciación de la traducción 4E (eIF4E) se encuentra unido a 4E-BP1 evitando su 

actividad. Una vez que 4E-BP1 es fosforilado por mTORC1 deja de interaccionar con 

eIF4E, permitiendo que este último promueva la traducción de los mRNA que tienen Cap. 

Por su parte la regulación positiva de S6K1 por mTORC1 promueve la biogénesis de los 

mRNA y la traducción dependiente de Cap (Laplante and Sabatini, 2009). La síntesis de 

proteínas inducida por la mTOR podría estar regulada por la disponibilidad de 

aminoácidos, pues estos promueven la actividad de la mTOR (Laplante y Sabatini, 2009). 

Recientemente se encontró que la leucina regula positivamente a la mTORC1 mediante 

su conversión a acetil-CoA, permitiendo que la célula use a este aminoácido como un 

sensor de los niveles de los aminoácidos. El acetil-CoA producto de la degradación de la 

leucina sirve como sustrato para que la acetilasa EP300 acetile a Raptor, teniendo como 

consecuencia la activación de mTORC1 (Son et al., 2019). A otro nivel, mTORC1 también 

puede regular positivamente el uso de los aminoácidos para producir energía por vías 

anapleróticas, pues promueve la degradación de la glutamina para obtener energía, y así 

se mantiene, por ejemplo, el crecimiento de células cancerosas. El mecanismo por el cual 

mTORC1 promueve la oxidación de glutamina es induciendo la actividad de la glutamato 

deshidrogenasa (GHD) (Csibi et al., 2013), al regular negativamente la transcripción de la 

SIRT4, que a su vez regula negativamente a la GHD por ADP-riboadenilación (Haigis et 
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al., 2006). Este mecanismo permite a las células cancerosas crecer, al usar a la glutamina 

como fuente de carbono y de energía (Csibi et al., 2013). 

A nivel fisiológico la actividad de la mTOR tiene consecuencias importantes en los 

mamíferos. Se encontrado desregulada en múltiples tipos de cáncer promoviendo el 

metabolismo que permite a estas células sobrevivir y crecer (Pópulo et al., 2012). En otros 

padecimientos, como la obesidad y la diabetes tipo II, la actividad de mTORC1 se 

encuentra incrementada (Catania et al., 2011). En ratones el tratamiento con rapamicina 

incrementa la esperanza de vida, indicando que la mTOR tiene un rol determinante en la 

longevidad (Yajima et al., 2016). En la extensión de la vida por medio de la restricción 

calórica también podría ser, en parte, consecuencia de la inhibición de la actividad de la 

mTOR. Igualmente la extensión de la esperanza de vida ocacionadapor el a-cetoglutarato 

en el nematodo C. elegans se puede deber a la inhibición de la actividad de la mTOR (Chin 

et al., 2014). Estas observaciones están de acuerdo al efecto positivo que tienen la dieta 

con bajo contenido de proteínas y la cetogénica en la longevidad que, en parte, se debe a 

menor actividad de la mTOR (Meidenbauer et al., 2014; Solon-Biet et al., 2014). 

1.4.3 Regulación del metabolismo por los PPAR 

El metabolismo, como se ha descrito, está regulado en múltiples niveles por la AMPK y la 

mTOR, sin embargo, existen otros reguladores importantes como son los receptores 

activadores de la proliferación peroxisomal (PPAR, por sus siglas en inglés). Los PPAR 

son una subfamilia de receptores nucleares. Se han descrito tres: PPARa, PPARd 

(también conocido como PPARb) y el PPARg. Los PPAR se componen de un dominio de 

unión a DNA y uno de regulación transcripcional en su extremo N-terminal, además 

cuentan con dominio de unión a ligando en el C-terminal. Para promover la expresión de 

genes, los PPARs requieren formar heterodímeros con el receptor X de retinoides (RXR, 

por sus siglas in inglés), complejo que se une a sus secuencias de DNA blanco. El PPARa 

principalmente se expresa en el hígado y en el músculo y, en condiciones específicas, en 

el riñón y el tejido adiposo café, este último involucrado en la termogénesis en los 

mamíferos (Fedorenko et al., 2012). Por su parte, el PPARd se expresa en el riñón, el 
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hígado y en el músculo, mientras que el PPARg se expresa abundantemente en el tejido 

adiposo, y en menores niveles en el hígado, el riñón y el hueso (Figura 10).  

En el ratón la actividad del PPARa es indispensable para inducir la oxidación de los lípidos 

durante el ayuno, pues los ratones Ppara-/- ayunados muestran hipoglucemia, bajos 

niveles de cuerpos cetónicos y altos niveles de ácidos grasos libres en sangre (Kersten et 

al., 1999; Leone et al., 1999). PPARa regula la oxidación de los ácidos grasos en el hígado 

y el corazón al promover la expresión de genes involucrados en la degradación de los 

ácidos grasos en la mitocondria, entre los que se encuentran la acil-CoA deshidrogenasa 

de la vía de la b-oxidación de ácidos los grasos y la carnitina palmitoiltransferasa I, esta 

última necesaria para el transporte de los ácidos grasos a la mitocondria (Leone et al., 

1999). La actividad del PPARa no sólo se requiere para contender con la falta de nutrientes 

en el ayuno, también en una condición de exceso, como es la dieta alta en grasa, la 

ausencia de PPARa causa acumulación masiva de grasa en los ratones. Además, la falta 

de PPARa puede provocar obesidad, aunque hay datos contradictorios al respecto 

(Akiyama et al., 2001; Costet et al., 1998). De manera interesante la actividad del PPARa 

en el hígado tiene efectos sistémicos sobre la inducción de la oxidación de los ácidos 

grasos a través del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21, por sus siglas en 

inglés). La síntesis de FGF21 es inducida por PPARa en el hígado y secretado al torrente 

sanguíneo para que, a través de su receptor, estimule la lipólisis en el tejido adiposo y la 

síntesis de cuerpos cetónicos en el mismo hígado. Además, la función del PPARa puede 

no solo estar limitada a la oxidación de los lípidos, sino también al mantenimiento general 

de la homeostasis de las grasas, ya que en ratones carentes de la FAS específicamente 

en el hígado desarrollan esteatosis hepática, hipoglucemia y tienen menores niveles de 

colesterol en la sangre, además menor expresión de los genes blanco del PPARa. Los 

efectos de la ausencia de la FAS son revertidos por agonistas de PPARa (Chakravarthy 

et al., 2005), lo que indica la necesidad de la lipogénesis para la activación del PPARa. Al 

respecto se determinó que la lipogénesis dependiente de FAS permite la síntesis de 1-

palmitoil-2oleoil-sn-glicerol-3-fosfotolina (16:0/181-GPC), identificado como un ligando 

natural de PPARa que induce su actividad (Chakravarthy et al., 2009). 



Instituto de Biotecnología, UNAM   Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
39 

 
Figura 10. Regulación del metabolismo por los PPAR. Los PPAR regulan principalmente el 
metabolismo de los ácidos grasos en especial en el hígado, el tejido adiposo y el músculo, 
ayudando a mantener la homeostasis energética. En el hígado PPARa promueve la oxidación 
de las grasas y PPARg su síntesis. En el tejido adiposo PPARg induce la lipogénesis y el 
mantenimiento y la diferenciación de los adipocitos. En el músculo la actividad transcripcional 
de PPARd induce la degradación de las grasas. FGF1 podría ser uno de los responsables de 
los efectos sistémicos de la actividad de PPARg en el tejido adiposo, similar a como lo hace 
PPARa con FGF21 en el hígado. 

El PPARd es el menos estudiando, pero no por tener menor importancia. En el ratón la 

inactivación del gen disminuye la actividad metabólica de los animales, determinado como 

respiración total, además de hacerlos intolerantes a la glucosa (Lee et al., 2006). En 

sentido opuesto, su activación farmacológica en ratones db/db, roedores que por una 

mutación nula en el gen que codifica para el receptor de la leptina son obesos y resistentes 

a la insulina, mejora la sensibilidad a la insulina al promover la oxidación de los ácidos 

grasos y la glucólisis, en especial en el hígado (Lee et al., 2006; Wang et al., 2003). En 

ratones silvestres la activación de PPARd incrementa la formación de fibras tipo I del 

músculo, causando que los animales sean resistentes a la actividad física sin haber tenido 

un entrenamiento previo (Wang et al., 2004). Este último fenómeno también sucede 

cuando se administran activadores de la AMPK, específicamente el AICAR, sugiriendo que 
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la AMPK está río arriba del PPARd (Narkar et al., 2008). No obstante, algunos datos 

recientes indican que la acción de PPARd para incrementar la resistencia al ejercicio en 

ratones sedentarios es un resultado de la oxidación de las grasas y una disminución en el 

catabolismo de la glucosa, pues durante el ejercicio la activación de PPARd incrementa el 

tiempo en el que disminuye la glucemia por el ejercicio, además en ratones exhaustos por 

el ejercicio, en los que no se activa PPARd, la simple inyección de glucosa incrementa la 

resistencia al ejercicio, indicando que la formación de fibras musculares tipo I en la 

resistencia al ejercicio no es el único fenómeno relevante, y que también es el 

mantenimiento de los niveles de la glucosa (Fan et al., 2017). 

A diferencia de PPARa y PPARd que promueven el catabolismo de las grasas, PPARg 

hace lo contrario, pues se encarga de inducir la lipogénesis y además es determinante 

para la formación, diferenciación y mantenimiento del tejido adiposo (Imai et al., 2004; 

Sharma and Staels, 2007). La mutación nula de Pparg en el ratón es letal 

aproximadamente al día 10 del desarrollo embrionario (Barak et al., 1999), demostrando 

su importancia en la fisiología del organismo. Se han descrito dos isoformas de PPARg: 

PPAR1g y PPAR2g, las cuales se originan del mismo gene y, aunque ambos se expresan 

en los mismos tejidos, Ppar2g se expresa principalmente en el tejido adiposo. Lo que 

podría explicar por qué la carencia de PPARg2 no es letal para el ratón, pero su fenotipo 

es de menos acumulación de tejido adiposo blanco, pero sí desarrollan resistencia a la 

insulina (Zhang et al., 2004). La mutación completa de Pparg en el tejido adiposo ha 

mostrado fenotipos diferentes. En un caso los ratones se protegen de la obesidad inducida 

por la dieta alta en grasa y de la hiperglucemia e intolerancia a la glucosa (Jones et al., 

2005). En el el otro, si bien muestran lipodistrofia, desarrollan resistencia a la insulina y 

diabetes tipo II, además de esteatosis hepática y anormalidades en los huesos (Wang et 

al., 2013a). Los autores del segundo estudio asociaron la diferencia a la metodología 

utilizada para mutar Pparg exclusivamente en los adipocitos, que en el segundo caso 

parece ser más eficiente.  

Aunque Pparg se expresa principalmente en el tejido adiposo bajo condiciones normales 

de alimentación, en el hígado también se expresa de manera importante en condiciones 



Instituto de Biotecnología, UNAM   Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
41 

en las que induce esteatosis hepática, por ejemplo, cuando los animales se alimentan con 

una dieta alta en grasa (Inoue et al., 2005). De acuerdo con lo anterior, la ausencia de 

PPARg en el hígado evita la esteatosis hepática (Matsusue et al., 2003), indicando que 

PPARg es necesario en el desarrollo de esta patología. Por otro lado, debido a que la 

ausencia de PPARg en el tejido adiposo puede causar esteatosis hepática (Wang et al., 

2013a) es posible que este factor transcripcional cause efectos sistémicos. Al respecto, 

uno de los efectores sistémicos de la actividad de PPARg en el tejido adiposo podría ser 

FGF1, que es inducido por PPARg. Los ratones con alelos nulos de Fgf1 desarrollan 

esteatosis hepática, intolerancia a la glucosa y diabetes (Jonker et al., 2012), indicando 

que la actividad de PPARg en el tejido adiposo afecta a todo el organismo, probablemente 

a través de FGF1. 

A otro nivel, a pesar de que PPARg incrementa la lipogénesis, su actividad también es 

necesaria para regular la sensibilidad a la insulina, pues las tiazolidinedionas, agonistas 

de PPARg, que se utilizan en el tratamiento de la diabetes tipo II, mejoran la sensibilidad a 

la insulina, posiblemente al promover el transporte y almacenamiento de los lípidos en el 

tejido adiposo. Aunque no está claro, se propone que la sensibilidad a la insulina que 

inducen las tiazolidenedionas en otros órganos y tejidos como el hígado y el musculo, es 

por efectos endocrinos del tejido adiposo (Hauner, 2002). Los ratones que carecen de 

Pparg en el hígado pero que tienen tejido adiposo desarrollan resistencia a la insulina, lo 

que indica que PPARg del hígado es necesario para regular la sensibilidad de la insulina 

en otros tejidos (Gavrilova et al., 2003). Igual a como sucede con PPARa, los ligandos de 

PPARg parece que se producen in vivo por un mecanismo dependiente de la lipogénesis, 

pues la ausencia de la FAS provoca menor actividad de PPARg en células (Lodhi et al., 

2012). 

1.4.4 La autofagia y su importancia en el metabolismo y el envejecimiento 

Además de los reguladores del metabolismo mencionados, otros procesos más complejos 

a nivel celular podrían ejercer una regulación determinante. La autofagia, en particular, es 

un proceso catabólico conservado en las células eucariontas. Inicialmente fue descubierto 

en la levadura, en donde es indispensable para la supervivencia en circunstancias de falta 
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de nutrientes. La autofagia se caracteriza por tener la capacidad de degradar componentes 

completos del citoplasma como complejos celulares, los peroxisomas, las mitocondrias, 

bacterias, entre otros. A diferencia de la actividad del proteosoma, la autofagia permite 

obtener energía y nutrientes a partir de la propia célula, que además permite regular la 

abundancia de ogánulos y complejos protéicos (Figura 11). Se han descrito tres tipos de 

autofagia: la macroautofagia, la microautofagia y la autofagia a través de chaperonas. En 

general cuando se habla de autofagia se refiere a la macroautofagia, que es la más común. 

La autofagia se caracteriza por formar vesículas de doble membrana conocidas como 

autofagosomas. Durante la formación de los autofagosomas engullen los componentes 

celulares que se degradarán por esta vía. Una vez que forman los autofagosomas estos 

se fusionan con los lisosomas, degradando así los componentes que lleva dentro. 

Para que la autofagia se lleve a cabo requiere de la actividad de una gran cantidad de 

complejos protéicos. En general, la autofagia inicia cuando, por falta de nutrientes, la 

mTOR se inhibe por acción de la AMPK (Figura 12). Mientras la mTOR se encuentra activa, 

mantiene la inhibición de las proteínas ATG13L y UKL1/2a mediante fosforilación. Una vez 

que la mTOR se inhibe se activan la ATG13L y la UKL1/2a permitiendo la formación del 

complejo ULK1/2-Atg13-FIP200, lo que inicia la formación del fagóforo. El fagóforo es un 

complejo de proteínas y membranas lipídicas que da origen al autofagosoma. Entre las 

proteínas que lo componen se encuentran la proteína transmembranal VMP1, la ATG9 y 

la proteína TP53INP2. Una vez formado el fagóforo, inicia el proceso de elongación del 

autofagosoma para lo cual se reclutan una serie de proteínas que incluyen, entre las más 

importantes, el LC3. Para que LC3 forme parte de los autofagosomas requiere de 

modificaciones postraduccionales catalizadas por la familia de proteínas ATGs. En primera 

instancia el precursor de LC3 es activado por un corte proteolítico catalizado por la ATG4, 

dando origen a LC3-I. LC3-I es posteriormente lipidado por un sistema tipo ubiquitina. El 

mecanismo de lipidación de LC3-I inicia cuando LC3-I se activa con ATG7 (similar a una 

E1 ligasa), formándose el complejo LC3-I-ATG7 unidos por un enlace tiol-éster. 

Posteriormente, mediante la actividad de ATG3 (similar a una E-2 ligasa), se forma el 

intermediario LC3-I-ATG3. Finalmente del complejo LC3-I/ATG3 se remplaza ATG3 por 

una fosfatidiletalonamina (PE), reacción que es catalizada por el complejo ATG12-ATG5-

ATG16 (similar a una E-3 ligasa), dando como resultado a el LC3-I lipidado al que se le 
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denomia LC3-II, que entonces ya puede formar parte de los autofagosomas (Tanida et al., 

2004).  

 
Figura 11. Mecanismos de degradación de las proteínas y los componentes celulares 
vía el proteosoma y la autofagia. El proteosoma permite a la célula degradar proteínas poli-
ubiquitinadas con lo que se obtienen péptidos que después la célula degrada a aminoácidos. 
Por su parte la autofagia tiene la función de degradar una amplia variedad de componentes 
celulares, desde complejos protéicos, hasta los orgánulos como las mitocondrias o los 
peroxisomas, incluidas las vacuolas lipídicas (lipid droplets, en inglés), permitiéndole a la célula 
para obtener energía, aminoácidos, glucosa y ácidos grasos. 

LC3-II, además de ser necesario para la formación y elongación del autofagosoma, 

también funciona como una proteína adaptadora para reclutar los componentes celulares 

que se degradan por la autofagia. Para ello se une a proteínas como p62 (también 

conocida como SQSTM1), la cual a su vez interacciona no covalentemente con proteínas 
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poli-ubiquitinadas y otros componentes para su degradación. La interacción LC3-II-p62 

permite reclutar, durante la formación del autofagosoma, los componentes específicos que 

se degradan por la autofagia. Una vez formado el autofagosoma y con los componentes 

que se degradarán dentro de él, éste se fusiona con los lisosomas para degradar los 

componentes que lleva dentro. LC3-II se puede reciclar para participar en la formación de 

más autofagosomas, mientras que p62 se degrada junto con los componentes que 

acarrea. Las isoformas y distribución de LC3 y la cantidad de p62 son usados como 

marcadores de la autofagia, ya que mientras LC3-II se suele acumular durante la autofagia, 

p62 disminuye (Figura 12). 

Por sus características, la autofagia tiene un papel esencial para los organismos, sobre 

todo en situaciones de falta de alimento. Por ejemplo, en levaduras con mutaciones en los 

genes que codifican para los componentes requeridos para la autofagia mueren en 

condiciones de ausencia de alimento (Tsukada y Ohsumi, 1993). En ratones el ayuno 

induce autofagia en la mayoría de los tejidos (Noboru Mizushima et al., 2003) al igual que 

el tratamiento con rapamicina (Takeuchi et al., 2005; Tanemura et al., 2012) indicando la 

importancia de este proceso para el organismo en general. Lo anterior coincide con el 

hecho de que en ratones neonatos deficientes de ATG5 y ATG7, ambas proteínas 

necesarias para la formación de los autofagosomas,  son susceptibles a morir por inanición 

(Kuma et al., 2019; Zhang et al., 2009b).  

Durante el ayuno la síntesis de los cuerpos cetónicos es necesaria para proveer de energía 

a otros órganos como el cerebro. La ausencia específica de la autofagia en el hígado y en 

el riñón causa una disminución de los niveles de cuerpos cetónicos en la sangre, 

demostrando que este proceso es necesario para la producción de estos metabolitos 

(Takagi et al., 2016a). En el ayuno, al parecer, la autofagia es necesaria para formación y 

acumulación de vacuolas lipídicas (lipid dropets en inglés) en el hígado (Li et al., 2018), 

aunque algunos datos previamente muestran que las vacuolas lipídicas se acumulan al 

inhibirse la autofagia (Singh et al., 2009). En relación con lo anterior, en ratones la falta de 

ATG7 en el tejido adiposo causa aumento en la oxidación de las grasas y por ello su 

disminución. Este fenómeno vuelve a los animales resistentes al desarrollo de la 

resistencia a la insulina y obesidad por la alimentación con una dieta alta en grasa (Zhang 
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et al., 2009b). Sin embargo, la falta de  ATG7 en el hígado causa resistencia a la insulina 

(Yang et al., 2010) y, en sentido opuesto, el incremento de la autofagia en un modelo de 

acumulación de grasa promueve la fosforilación oxidativa y la degradación de las grasas, 

disminuyendo su acumulación y mejorando la salud del animal (Farah et al., 2016). Por lo 

tanto, al parecer la autofagia tiene un papel dual en el metabolismo y en la homeostasis 

de los lípidos, pudiendo ser benéfico o perjudicial dependiente de la condición y del tejido 

del que se trate. 

 
Figura 12. Mecanismo de formación del autofagosoma. Una vez que el complejo ULK1/2 
deja de ser reprimido por la mTOR, se induce la formación del fagóforo y posteriormente, 
mediante el reclutamiento de proteínas ancladas o en complejo con otras, se inicia la 
elongación del autofagosoma a partir del fagóforo, engullendo al mismo tiempo los 
componentes celulares que se degradarán. Una vez formado el autofagosoma se fusiona a los 
lisosomas para finalmente degradar los componentes que lleva dentro. Modificado de: (Zhifen 
Yang and Lifecript, 2010) 

Por la importancia en la regulación del metabolismo, la autofagia puede ser un proceso 

importante durante el envejecimiento. Al respecto en C. elegans el incremento de la 

longevidad inducida por la restricción calórica o por la inhibición de la mTOR se cancela 

con la inhibición de la autofagia (Hansen et al., 2008). En el ratón la sobre-expresión de 
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Atg5 extiende la longevidad de los animales, además de retrasar las características típicas 

del envejecimiento (Pyo et al., 2013). En sentido contrario, la falta de la AMPK en el 

músculo causa una disminución de la autofagia reduciendo la capacidad funcional de este 

tejido, lo que correlaciona con daño en las mitocondrias y una acumulación de proteínas 

que normalmente se degradan por la autofagia, exacerbando los defectos típicos del 

envejecimiento en este tejido (Bujak et al., 2015). Lo anterior coincide con el hecho de que 

los efectos benéficos del ayuno intermitente en el envejecimiento se ven contrarrestados 

por la ausencia de la autofagia (Martinez-Lopez et al., 2017). 

A pesar de las evidencias sobre el efecto positivo de la autofagia en el retraso del 

envejecimiento, los ratones con alelos nulos de Zmpste24, un modelo de envejecimiento 

acelerado, hay un incremento de la autofagia que, además, se asocia con un incremento 

en la actividad de la mTOR (Mariño et al., 2008). Al respecto, en un estudio reciente se 

encontró que en C. elegans el incremento de la autofagia en los gusanos nulos para sgk1 

disminuye la esperanza de vida. sgk1 es un regulador metabólico rio debajo de la 

mTORC2. Los nematodos con sgk1 no funcional tienen incrementada la permeabilidad 

mitocondrial, causando la autofagia, que al inhibirla reestablece la esperanza de vida 

normal de estos organismos (Zhou et al., 2019). Por lo tanto, similar a lo que sucede con 

la regulación del metabolismo de los lípidos, en el envejecimiento y la longevidad, la 

autofagia puede tener un efecto diferente dependiendo de las circunstancias. 

1.5 Efecto de la ausencia de la catalasa en la alimentación con una dieta alta en 
grasas 

Las evidencias de la participación del metabolismo y las ROS en el proceso de 

envejecimiento y la longevidad, así como las observaciones experimentales en las que se 

ha estudiado la pérdida o ganancia de función de diferentes enzimas antioxidantes en una 

amplia variedad de modelos in vivo, incluido el ratón, permite proponer que existe una 

relación directa entre el metabolismo y las ROS. Esta relación puede ser determinante en 

el envejecimiento y la longevidad (Figura 13). Por lo tanto, estudiar condiciones en las que 

ambos estén presentes podría ayudar al conocimiento y al entendimiento de la biología 

del envejecimiento y la longevidad. Para lograr este propósito, el presente proyecto hizo 
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uso de un modelo de ratón que carece de la enzima antioxidante catalasa (Cat-/-) y que se 

sometió a distintas condiciones que afectan el metabolismo.  

El fenotipo de los ratones Cat-/- resulta interesante, pues los roedores son viables y no 

presentan un fenotipo aparente. Además, contrario a lo esperado, no se encontró 

incremento en el daño oxidante a los lípidos y a las proteínas en los distintos órganos y 

tejidos probados (Cuevas-Benítez, 2007). Sin embargo, en condiciones de alimentación 

con una dieta alta en grasa (HFD, por sus siglas en inglés), que induce obesidad, los 

ratones Cat-/- ganan peso en la misma magnitud que los ratones silvestres, pero no 

desarrollan hiperglucemia, intolerancia a la glucosa, ni  acumulan grasas o daño oxidante 

en el hígado en el mismo grado que los ratones silvestres (Pérez-Estrada, 2010). Estos 

datos indican que es posible que la ausencia de la catalasa cause alteraciones metabólicas 

que sólo se pueden evidenciar en condiciones metabólicas adversas, situaciones que 

pueden estar presentes y ser determinantes en el envejecimiento y la longevidad. En el 

presente proyecto se buscó caracterizar e identificar las alteraciones metabólicas que 

acompañan al envejecimiento en ausencia de la catalasa, así como en condiciones 

metabólicas adversas como el ayuno y la alimentación con una HFD. Esto con el fin de 

identificar los mecanismos moleculares que expliquen el fenotipo observado y así aportar 

un mayor conocimiento para el entendimiento del envejecimiento y su relación con el 

metabolismo y las ROS (Figura 13). Los datos que se obtengan también podrían ayudar a 

entender el desarrollo de enfermedades metabólicas como la obesidad y la diabetes tipo 

II. 
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Figura 13. La relación metabolismo/ROSson es determinante para el envejecimiento 
y la longevidad. La actividad metabólica produce ROS, moléculas que a su vez regulan 
aL metabolismo. Esta relación es determina en el proceso de envejecimiento y la 
longevidad, así como el desarrollo de enfermedades metabólicas. 
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2 HIPÓTESIS 

La ausencia de la catalasa causa cambios en la concentración del peróxido de hidrógeno 

en las células alterando el proceso del envejecimiento, la longevidad y la actividad 

metabólica del hígado.  

3 OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el mecanismo por el cual la ausencia de la catalasa altera el metabolismo del 

hígado y afecta los procesos de envejecimiento y/o longevidad en ratones. 

4 OBJETIVOS PARTICULARES 

A. Determinar los efectos de la ausencia de la catalasa en el envejecimiento y la 

longevidad. 

B. Determinar los cambios metabólicos causados por la ausencia de la catalasa en el 

hígado en el envejecimiento, el ayuno y la alimentación con una dieta alta en grasa. 

C. Explorar los posibles mecanismos por los cuales la ausencia de la catalasa 

repercute en alteraciones metabólicas y en los procesos de envejecimiento y/o 

longevidad. 
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Línea de ratones mutantes en catalasa (Cat-/-) 

La línea de los ratones mutantes en la catalasa (Cat-/-) se generó previamente en el 

laboratorio (Hernández-García, 2009) en células ESC derivadas de la cepa 129/Sv. La 

mutación se transfirió al fondo genético de la cepa C57BL/6JN (Pérez-Estrada, 2010) 

mediante cruzas sucesivas  por al menos 10 generaciones con ratones silvestres de la 

cepa C57BL/6JN obtenidos de los Jackson Laboratories para los posteriores estudios 

fenotípicos. El genotipo de los animales se determinó por dos métodos: 1) la 

descomposición del peróxido de H2O2 y 2) por la reacción en cadena de la DNA polimerasa 

(PCR, por sus siglas en inglés). Ambos métodos se describen en detalle en el Anexo I. 

5.2 Mantenimiento de los ratones y diseños experimentales. 

Los ratones se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Biotecnología/UNAM, libres de 

patógenos y en condiciones estándares de temperatura (entre 20 – 25 °C) y humedad 

(humedad relativa del 40 – 70%) con ciclo luz/obscuridad de 12 horas. Para todos los 

experimentos solo se utilizaron ratones macho de la edad especificada en cada caso. El 

sacrificio de los animales se realizó mediante dislocación cervical. Todos los 

procedimientos in vivo se aprobaron por el comité de bioética institucional (Proyecto 260, 

“Ratones transgénicos modelo de enfermedades prevalentes en México“). 

5.2.1 Supervivencia de los ratones adultos 

Para la determinación de la supervivencia de los ratones, se hicieron grupos de 28, 30 y 

31 individuos de los genotipos Cat+/+, Cat+/- y Cat-/-, respectivamente. Los animales se 

mantuvieron en cajas de plástico en grupos de entre 2 y 3 individuos. Los ratones se 

alimentaron ad libitum con una dieta estándar (2018SX, Envigo, Indianapolis, IN, USA) y 

libre acceso al agua. Para mayor detalle de la composición de las dietas ver el Anexo II. 

De todos los animales se documentó la fecha de nacimiento y la fecha de muerte. Algunos 

de los animales desarrollaron dermatitis, úlceras en la piel que son comunes en los ratones 

de la cepa C57BL/6JN (Hampton et al., 2012), por lo que estos animales se sacrificaron, 

evitando así sufrimiento innecesario. 
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5.2.2 Determinación de la actividad motora en ratones viejos 

La actividad motora de los animales de determinó en individuos de 12 y 24 meses de edad 

utilizando el equipo Photobeam Activity System (San Diego Instruments Inc., San Diego, 

CA, USA). Para realizar la determinación, los ratones se alojaron en cajas de plástico de 

11.75" (A) x 18.75" (L) de manera individual durante 24 horas. Esta maniobra les permitió 

adaptarse al nuevo ambiente. Posterior al tiempo de adaptación se inició el registro de la 

actividad durante 24 horas. El equipo cuenta con una serie de rayos láser localizados en 

el eje X y Y de la caja, y en lado opuesto un sensor de luz. Este arreglo permite que se 

forme una cuadricula de rayos de luz en el área de la jaula. Con el paso del animal se 

interrumpen los haces de luz que son registrados por el sensor, logrando así conocer la 

trayectoria que sigue el animal. Si el animal interrumpió consecutivamente rayos de luz 

adyacentes se definió como actividad ambulatoria, mientras que si interrumpió el mismo 

haz de luz consecutivamente se definió como actividad fina.  Los registros de la actividad 

se realizaron con software PAS Home Cage software (San Diego Instruments Inc, San 

Diego, CA, USA) cada 5 minutos durante 24 horas y la actividad total fue la suma de la 

actividad ambulatoria y la fina. 

5.2.3 Alimentación con la dieta alta en grasa y ayuno. 

De cruzas entre ratones Cat+/- y Cat+/- se seleccionaron los ratones machos con el genotipo 

Cat+/+ y Cat-/-. Posterior al destete los rartones se albergaron en jaulas en grupos de entre 

tres y dos individuos. Los roedores se alimentaron ad libitum con la dieta estándar 

(1218SX, Envigo, Indianapolis, IN, USA) hasta la edad de 3 meses. Las ratonas hembra 

se utilizaron para mantener la colonia. 

A los 3 meses de edad, los ratones seleccionados para los grupos experimentales se 

albergaron en jaulas individuales y se alimentaron con una dieta control (10% de calorías 

provenientes de la grasa; D1245B, Research Diets, New Brunswick, NJ, USA) o con una 

dieta alta en grasa (HFD; 60% de calorías provenientes de la grasa; D12492, Research 

Diets, New Brunswick, NJ, USA). Los tiempos de alimentación fueron de 15 días o tres 

meses según el grupo experimental. Para mayor detalle de la composición de las dietas 

ver el Anexo II.  
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Para el ayuno se utilizaron ratones de tres meses edad que durante toda su vida se 

alimentaron con la dieta estándar. Previo al ayuno, los ratones se albergaron en jaulas 

individuales durante 24 horas para su adaptación. Para iniciar el ayuno primero los 

animales se transfirieron a jaulas limpias, con su respectivo bebedero de agua. Esta 

maniobra evitó que por la falta del alimento los animales se vieran obligados a consumir 

posibles restos de alimento o incluso sus heces. El ayuno inició a las 7:00 horas y a las 24 

horas o 48 horas posteriores los ratones se sacrificaron. De los animales se disecaron los 

órganos de interés y se almacenaron en un ultra-congelador a -70 ºC. Para la condición 

realimentada los ratones se alimentaron por 12 horas después de las 24 horas de ayuno 

y se sacrificaron. Para mayor detalle de la composición de las dietas ver el Anexo II.  

5.2.4 Supervivencia y ayuno de ratones neonatos 

Para asegurar obtener los ratones neonatos con el genotipo deseado se hicieron cruzas 

entre los ratones silvestres o los ratones Cat-/-. A los 19 días post coito las ratonas 

preñadas se sacrificaron por dislocación cervical. Los neonatos se obtuvieron por 

cesárease; sólo los ratones neonatos que lograron respirar se consideraron para los 

experimentos. Para facilitar la respiración se hicieron masajes muy suaves en la panza de 

los animales, hasta lograr ver que el ratón respirara. Los neonatos se mantuvieron en una 

cámara humidificada a 37 ºC y la supervivencia se monitoreó constantemente. Se 

consideró que un ratón ya estaba muerto cuando su tono de piel cambio de un rosa intenso 

a un rosa pálido. En ese momento el ratón se sacrificó por decapitación y se disecaron los 

órganos de interés. Otro grupo de ratonas preñadas se dejó que tuvieran sus crías de 

manera natural y que las alimentaran durante 12 horas; posterior a este tiempo las crías 

se transfirieron a una cámara humidificada y se monitoreo su supervivencia. Los ratones 

neonatos destinados para experimentos de distintos tiempos de ayuno se obtuvieron por 

cesárea y se sacrificaron a los tiempos indicados (0, 2, 4, 6 y 12 horas de ayuno).  

5.2.5 Determinación de la activación de la AKT in vivo 

Ratones de 2 meses de edad alimentados con la dieta estándar durante toda su vida, se 

ayunaron durante 12 horas, iniciando el ayuno a partir de las 19:00 horas. A la mañana 

siguiente los ratones se inyectaron con insulina a una dosis de 3 U/kg o sólo con solución 
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salina fisiológica. 30 minutos posteriores a la inyección los ratones se sacrificaron y se 

disecó el hígado, el cual se congeló para su posterior análisis por inmunodetección.   

5.3 Rayos X de ratones 

Los ratones se anestesiaron utilizando 1% de isofluorano intranasal (Sofloran Vet, PiSA 

Agropecuaria, Guadalajara, JAL, México). Las radiografías de rayos X se obtuvieron en un 

campo de 15 cm2 y una apertura f/stop de 2.8 y un tiempo de adquisición de 5 segundos 

utilizando un filtro de 0.4 mm y el sistema Multimodal Animal Rotation System (MARS) en 

el equipo In-vivo Xtreme instrument (Bruker, Germany).  

5.4 Análisis de química sanguínea 

Los niveles de la glucosa y los cuerpos cetónicos se midieron directamente en la sangre 

obtenida por un pequeño corte de la punta de la cola de los ratones adultos. Para los 

ratones neonatos la muestra se obtuvo de una punción cardiaca que hizo inmediatamente 

después del sacrificio. Para la glucosa se utilizó el glucómetro Ascencia Countour (Bayer, 

Japan) y para los cuerpos cetónicos el medidor de glucosa/cetonas FreeStyle (Abbot, 

Maidenhead, UK). El resto de las determinaciones se midieron en el suero. Para obtener 

el suero, inmediatamente después del sacrificio se recolectó la mayor cantidad de sangre 

posible mediante punción cardiaca. La muestra de la sangre se incubó por 2 horas a 

temperatura ambiente. Pasado este tiempo la muestra se centrifugó a 2,000 g por 10 

minutos y el sobrenadante (suero) se transfirió a un tubo nuevo y se almacenó a -30 ºC 

hasta su uso. El suero se utilizó en la determinación de la insulina, de los triacilglicéridos 

y del colesterol. Para la determinación de la insulina se utilizó el kit Ultra-Sensitive Mouse 

Insulin ELISA kit siguiendo las indicaciones del fabricante (Crystal Chem, Downers Grove, 

IL, USA) con el apoyo del laboratorio de la Dra. Patricia Joseph (IBT/UNAM). Para la 

determinación de los triacilglicéridos y el colesterol se utilizaron los reactivos de Biosystem 

(Costa Brava, Barcelona, España) siguiendo el procedimiento descrito en el Anexo III. 
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5.5 Determinación del contenido de los dienos conjugados, el colesterol total y los 
triacilglicéridos del hígado. 

Primero se homogeizaron 50 mg de tejido en 1 ml de PBS utilizando un homogeneizador 

con pistilo. Al homogeneizado se le agregaron 4 ml del reactivo de Folch y se mezcló 

perfectamente utilizando un Vortex. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 3,000 

g por 10 minutos. La fase orgánica (fase inferior) se transfirió a un tubo de cristal y se 

evaporó a 37 ºC por toda la noche en una campana de extracción. El precipitado se re-

suspendió en 500 µl de 1% de desoxicolato de sodio para posteriormente determinar la 

cantidad de colesterol y de triacilgliceridos utilizando los reactivos de BioSystem (Costa 

Brava, Barcelona, España). El mismo procedimiento se siguió para los dienos conjugados 

con la diferencia de que el precipitado se re-suspendió en ciclohexano y se midió la 

absorbancia en un espectrofotómetro a 240 nm utilizando como blanco ciclohexano. Para 

mayor detalle de ambas técnicas consultar el Anexo IV. 

5.6 Determinación de contenido de glucógeno del hígado 

Entre 40 y 100 mg de hígado se colocaron en un tubo con 100 µl de 30% KOH y se 

incubaron a 100 °C durante 30 min. El homogeneizado obtenido se enfrió a temperatura 

ambiente, se le agregaron 100 µl de una solución de Na2SO4 al 20% para neutralizar la 

mezcla y se mezcló por inversión. Posteriormente se agregó 1 ml de etanol 96º a la mezcla. 

La mezcla se incubó por 6 horas a -20 ºC y se centrifugó por 10 minutos a 3,000 g. Se 

eliminó el sobrenadante y el precipitado (glucógeno) se re-suspendió en 500 µl de acetato 

de sodio 0.2 M pH 4.8 y se le agregaron 5 unidades de amiloglucosidasa (Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, MO, USA). La solución se incubó durante 8 horas a 55 ºC. Finalmente, la 

cantidad de glucosa se midió utilizando el reactivo para la determinación de la glucosa de 

BioSystem (Costa Brava, Barcelona, España). Para mayor detalle de la técnica consultar 

el anexo V. 

5.7 Determinación de la actividad de la catalasa 

La actividad de la catalasa se determinó por dos métodos: gel de actividad de la catalasa 

y determinación por método espectrofotométrico. Para ambos casos se utilizó un extracto 

de proteínas del hígado el cual se preparó utilizando un homogeneizador con pistilo en 
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una solución de lisis para actividad de catalasa; el contenido total de proteína se determinó 

utilizando el reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). En el gel, la actividad de 

la catalasa se detectó por la ausencia del precipitado de azul de prusiana, que se forma 

por la reacción de oxidación del ferrocianuro de potasio y el cloruro férrico en presencia de 

H2O2, mientras en el método espectrofotométrico se determina la cinética de degradación 

del H2O2 por la catalasa presente en la muestra. Ambos métodos se realizaron de acuerdo 

a protocolos previamente publicados y con algunos cambios  (Weydert and Cullen, 2009). 

Para mayor detalle ver Anexo VI. 

5.8 Histología del hígado 

El hígado se cortó en pequeños cubos de aproximadamente 3 mm de cada lado. El tejido 

se fijó durante toda la noche en una solución de paraformaldehído al 4% preparada en 

PBS. Una vez fijados, los fragmentos de tejido se sumergieron en una solución de 

sacarosa al 30% por 12 horas. Posteriormente los tejidos se embebieron en Tissue-Tek 

(Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) y se congelaron en hielo seco y se montaron para 

cortes en criostato (CM1850, Leica, Nussloch, Germany). Los cortes histológicos se 

realizaron de un espesor de 10 µm y se montaron en portaobjetos pre-tratados con 

gelatina. Para determinación de la acumulación de las grasas neutras, los cortes se tiñeron 

con rojo oleoso y se contra tiñeron con hematoxilina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

(Anexo VII). Para determinar la actividad de la b-galactosidasa los cortes se tiñeron 

utilizando el reactivo Beta-Galactosidase Tissue Stain Base Solution (Merk-Millipore, 

Darmstadt, Germany) y contra tiñeron con eosina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

(Anexo VIII). Las imágenes de los cortes teñidos se obtuvieron en campo claro con el 

microscopio Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) y la cámara C-5050 (Olympus, 

Tokyo, Japan). Las imágenes de la b-galactosidasa-eosina se cuantificaron utilizando el 

software ImageJ utilizando la convolución que corresponde a “hematoxilina” lo que permitió 

obtener imágenes correspondientes a cada capa. La imagen que correspondió a la capa 

de la “hematoxilina” se convirtió en un formato de 8 bits para realizar un análisis de 

partículas, obteniendo así la cuenta de puntos azules, tamaño medio de cada punto y total 

de área azul. El resultado por individuo correspondió al promedio obtenido del análisis de 

tres imágenes representativas. 
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5.9 Detección de las proteínas específicas por inmunodetección 

Las soluciones y el procedimiento detallado se realizaron de acuerdo con el Anexo IX. Los 

extractos de proteínas de hígado se obtuvieron en una solución de lisis RIPA. Las 

proteínas del extracto se separaron por electroforesis en un gel SDS-PAGE al 10% para 

posteriormente ser transferidas a una membrana de PVDF Immobilon-FL (Merk-Millipore, 

Darmstadt, Germany). Las membranas se bloquearon con la solución de bloqueo Odyssey 

blocking buffer (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) a temperatura ambiente por 1 

hora. Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario que 

reconoce la proteína de interés a detectar (Ver anexo X). Después de la incubación con el 

anticuerpo primario se hicieron 3 lavados de TBST a la membrana para posteriormente 

incubarse por 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios acoplados 

a fluoróforos fluorescentes anti-ratón o anti-conejo (emisión a 689 o 778 nm; LI-COR 

Biosciences, Lincor, NE, USA). Subsiguientemente las membranas se lavaron y se 

visualizaron las bandas de la proteína de interés con el escáner Odyssey Classic Imaging 

System (LI-COR Biosciences, Lincoin, NE, USA). Solo en el caso de la detección de LC3 

se utilizó SDS-PAGE del 20% y el lisado de las proteínas se realizó en solución de lisis 

RIPA con 1% de SDS. La determinación de las proteínas carboniladas se realizó mediante 

un procedimiento similar al anterior, solo que las proteínas del lisado previo a la separación 

en SDS-PAGE se derivaron en 2,4-dinitrofenirhidrazona (DNP-hidrazona) y el anticuerpo 

primario que se utilizó fue el anti-DNP (Merk-Millipore, Darmstadt, Germany). La 

cuantificación de las bandas se realizó por densitometría utilizando el software ImageJ 

(versión 2.0.0). Para mayor detalle de los anticuerpos utilizados ver el Anexo X. 

5.10 Análisis de la expresión por RT-qPCR 

El RNA total se extrajo del hígado utilizando el reactivo RiboEx (GeneAll Biotecnology, 

Seoul, Korea) de acuerdo con el Anexo XI. El RNA obtenido se utilizó como templado para 

la síntesis de cDNA utilizando la enzima AML reverso transcriptasa HyperScrip (GeneAll 

Biotecnology, Seoul, Korea) y oligonucleótidos aleatorios (Invitrogen, US) (Ver anexo XII). 

Para la reacción de PCR cuantitativa se utilizó el reactivo SYBR Green mix (KAPA 

Biosystems, Cape Town, South África) y el equipo Rotor-Gene Q thermocycler (Qiagene, 

Germantown, MD, USA) utilizando como control interno la expresión del gene Rplp0 (Ver 
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anexo XII). Finalmente, los datos se analizaron por el método del DDCT. Para mayor detalle 

de los oligonucleótidos utilizados revisar el Anexo XIV. 

5.11 Análisis estadísticos 

Todos los análisis estadísticos se hicieron utilizando el software Prism versión 5.0b (La 

Jolla, CA, US). Para el análisis de supervivencia se utilizó la prueba estadística Long-Rank. 

Para el resto de los análisis se utilizó el análisis de varianza de dos vías seguido de la 

prueba de Bonferroni con un valor mínimo de significancia p < 0.05 (*0.05, **0.01, 

***0.001); el tamaño de la muestra se indica en cada gráfica. Todas las gráficas muestran 

el promedio ± desviación estándar. 
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6 RESULTADOS 

6.1 La ausencia de la catalasa disminuye la supervivencia sin promover 
envejecimiento prematuro. 

De acuerdo en la teoría del envejecimiento debida al estrés oxidante, la ausencia de la 

catalasa podría disminuir la longevidad y causar envejecimiento prematuro de los ratones 

Cat-/-, por lo que se determinó su supervivencia en condiciones normales de alimentación 

ad libitum con una dieta estándar (ver Anexo II). Se encontró que los ratones Cat-/- tuvieron 

una vida media de supervivencia de 15 meses, dato menor a lo que se observó en los 

ratones silvestres con el mismo fondo genético, que fue de 24.3 meses (i.e., de la cepa 

C57BL/6JN; Figura 14A). Si bien la vida media de supervivencia de los ratones Cat+/- 

también fue menor que en los silvestres (22.3 meses), el resultado no fue estadísticamente 

significativo. A pesar de la disminución de la vida media de supervivencia de los ratones 

Cat-/-, no se observaron cambios en el estado de salud o comportamiento que permitiera 

predecir la muerte del animal. Algunos de los ratones  independientemente del genotipo, 

desarrollaron úlceras en la piel que comúnmente progresaron hasta volverse muy graves 

(50% de ratones Cat+/+, 36% de ratones Cat+/- y 45% de ratones Cat-/-), por lo que éstos se 

sacrificaron para evitar sufrimiento innecesario. A pesar de lo anterior, se mantuvo la 

observación de que la ausencia de la catalasa provocó un acortamiento de la vida media 

de los animales (Figura 14B). Se ha descrito que el padecimiento de la piel es común en 

los ratones de la cepa C57BL/6JN (Hampton et al., 2012). 
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Figura 14. La ausencia de la catalasa provoca una disminución de la supervivencia en los 
ratones Cat-/- sin un aparente envejecimiento prematuro. (A) Curva de la supervivencia de 
todos los animales que murieron de causas naturales, la supervivencia entre los ratones Cat-/- y 
Cat+/+ es estadísticamente significativa p<0.001. (B) Curva de la supervivencia considerando los 
ratones sacrificados por úlceras en la piel, la fecha de muerte se consideró como la de sacrificio, 
la supervivencia entre los ratones Cat-/- y Cat+/+ es estadísticamente significativa p<0.001. 
Prueba estadística Long-Rank. 

A pesar de la disminución de la supervivencia, no se observaron cambios en la apariencia 

de los ratones Cat-/- como incremento en pelo canoso o alopecia que indicara 

envejecimiento prematuro (Figura 15A). A edades jóvenes y adultas no se encontraron 

cambios en el peso corporal, sin embargo, al comparar ratones de edades de 12 y 24 

meses los ratones Cat-/- viejos de 24 meses de edad, éstos tuvieron un peso corporal 

significativamente menor al de los ratones silvestres (Figura 15B). Para determinar si la 

diferencia del peso podría estar asociada a cambios en la composición corporal del animal 

(p. ej. masa grasa), se determinó la masa grasa y la masa libre de grasa mediante 

impedancia. Los resultados obtenidos no mostraron diferencia estadísticamente 

significativa entre los ratones Cat+/+ y Cat-/-, aunque se observó una ligera tendencia de 

menor masa grasa en los ratones Cat-/- y, en consecuencia, mayor masa libre de grasa 

(Figura 15C, D), coincidiendo con el índice de masa corporal (BMI) (Figura 15E). 
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Figura 15. Los ratones Cat-/- no mostraron aspecto que indicara envejecimiento 
prematuro, pero presentaron menor peso corporal. (A) Fotografías representativas de 
los ratones Cat-/- y Cat+/+ a la edad de 18 meses. (B) Peso corporal de los ratones. 
Determinaciones de la composición corporal utilizando impedancia: Masa grasa (C), Masa 
libre de grasa (D) e Índice de Masa Corporal (E). Promedio ± SD, n= 3-7. 

Al obtener imágenes del esqueleto de los animales utilizando rayos X, se observó menor 

talla en los ratones Cat-/-, lo cual correlacionó con su peso corporal (Figura 15B y 16A) y, 

además, mostraron una curvatura exacerbada de la columna vertebral, fenómeno 

conocido como cifosis (Figura 16A). La cifosis es una característica típica del 

envejecimiento causada principalmente por la osteoporosis o atrofia muscular (Brennan et 

al., 2014; Burkin et al., 2001; Dabovic et al., 2002; Nicolaije et al., 2012). El envejecimiento 

también se asocia a una disminución en la actividad motora (De Waard et al., 2010), por 

lo que se analizó este parámetro durante 24 horas utilizando el equipo Photobeam Activity 

System (ver materiales y métodos). Si bien en los ratones de ambos genotipos la actividad 

desciende a medida que avanzó la edad, la comparación entre animales de 24 meses de 

edad mostró que la actividad total fue mayor en los ratones Cat-/- que en los ratones Cat+/+ 
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(Figura 16B). Si bien las diferencias en el peso corporal y la cifosis sugieren que los ratones 

carentes de la catalasa presentan envejecimiento prematuro, la actividad motora que se 

observó no es coincidente con esta conclusión.  

 
Figura 16. Los ratones Cat-/- desarrollan cifosis exacerbada por efecto de la edad, pero no 
se asocia a alteración en su actividad motora. (A) Imágenes de rayos X de los ratones viejos. 
Las imágenes se obtuvieron en un campo de 15 cm2, una apertura f/stop de 2.8 y un tiempo de 
adquisición de 5 segundos utilizando un filtro de 0.4 mm y el sistema Multimodal Animal Rotation 
System (MARS) en el equipo In-vivo Xtreme instrument (Bruker, Germany). (B) Actividad motora. 
La actividad ambulatoria (Amb), la fina y la total se determinó durante 24 horas en los ratones 
viejos utilizando el equipo Photobeam Activity System. Promedio ± SD, n= 3-4. 

Al medir diferentes parámetros en la sangre que indicaran posibles alteraciones 

metabólicas resultado de la ausencia de la catalasa, se encontró que la edad causó 

hiperglucemia e hiper-insulinemia típica de animales viejos en ratones Cat+/+, pero en los 

ratones Cat-/- sólo se observó hiper-insulemia (Figura 17A, B). Por otra parte, 

independientemente del genotipo, los niveles séricos de los triacilglicéridos disminuyeron 

a medida que avanzó la edad (Figura 17C). Por su parte el colesterol total se incrementó 

en los ratones de 12 meses y descendieron a los 24 meses de edad a niveles similares al 

de los ratones jóvenes (Figura 17D). Los niveles de los cuerpos cetónicos no se alteraron 

ya sea en asociación a la edad o por la ausencia de la catalasa (Figura 17E). Al determinar 
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los niveles de la urea en la sangre se observó que, sin importar el genotipo, la cantidad de 

urea incrementó por el efecto de la edad (Figura 17F). Los datos indicaron que la falta de 

la catalasa tiene efectos en la longevidad y en la glucemia, pero otros parámetros 

metabólicos como los niveles de los triacilglicéridos, el colesterol y la urea en la sangre, 

que no cambiaron. 

 
Figura 17. Parámetros fisiológicos de los ratones viejos Cat+/+ y Cat-/-. (A) Glucemia. 
(B) Insulina. (C) Triacilglicéridos. (D) Colesterol total. (E) Cuerpos cetónicos. (F) Urea. Los 
niveles de la glucosa y los cuerpos cetónicos se midieron directamente en la sangre 
utilizando un glucómetro, mientras el resto de las determinaciones se midieron en el suero. 
Promedio ± SD, n= 3-7. 

6.2 La ausencia de la catalasa no incrementa el daño oxidante en el hígado, pero 
afecta la actividad de la b-galactosidasa y la acumulación de las grasas. 

La catalasa se encuentra mayoritariamente en el hígado, lo que hace a este órgano el candidato 

que podría ser el más afectado por su ausencia. Previamente se había observado que el 

daño oxidante en el hígado desde los 2 y hasta los 10 meses de edad no era más elevado 

en los ratones Cat-/- que en los ratones silvestres (Osiris Cuervas 2007), ni en la condición 
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de alimentación con la HFD (Pérez-Estrada, 2010), no obstante, aún podría ser posible 

que este comportamiento no se mantuviera en edades mayores, por lo que se analizó la 

lipoperoxidación en el hígado de los ratones de 3, 12 y 24 meses de edad. Se encontró 

que los dienos conjugados, una medida de la lipoperoxidación, se incrementaron a los 24 

meses de edad en los ratones Cat+/+ en comparación con los de 3 meses de edad, 

fenómeno que no se observó en los ratones Cat-/- e, incluso, fueron significativamente 

menores en comparación con los ratones silvestres a los 24 meses de edad (Figura 18A). 

Al detectar la oxidación de las proteínas del hígado, similar a lo ocurrido con los dienos 

conjugados, no se observó un incremento de la oxidación de las proteínas en los ratones 

Cat-/- (Figura 18B). Por lo tanto, la ausencia de la catalasa no causa un incremento en el 

daño oxidante en el hígado asociado a la edad y en todo caso lo previene.  

 
Figura 18. La lipoperoxidación en el hígado no se incrementa por la ausencia de la 
catalasa. (A) Lipoperoxidación en el hígado determinada como dienos conjugados. (B) 
Inmunodetección de proteínas oxidadas en el hígado. El extracto total de las proteínas 
obtenido del hígado se derivó en DNP-hidrazona (DNP) y se detectaron utilizando un 
anticuerpo específico. Promedio ± SD, n= 3-4. 

El menor daño oxidante en los ratones Cat-/- podría explicarse por un aumento en la 

capacidad antioxidante. Para probar esta hipotesis, en el hígado de ratones de 3 meses 

de edad se determinaron los niveles de expresión de los genes asociados con la respuesta 

antioxidante: Hif1a, Hif2a, Nrf1, Nrf2, Sod2, Ho1 y Nqo1 (Haddad et al., 2000; Nguyen et 

al., 2009; Raghunath et al., 2018). Contrario con la expectativa, no se hallaron cambios en 

los niveles de la expresión de los genes de la respuesta antioxidante entre los ratones 

silvestres y los mutantes (Figura 19), resultados que fueron acorde con los datos 
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publicados por otros grupos (Heit et al., 2017; Ho et al., 2004; Piao et al., 2017) y a las 

observaciones previas del laboratorio (Hernández-García, 2009). Los resultados indican 

que a pesar de la falta de la catalasa no hay compensación de otros sistemas 

antioxidantes, y que el menor daño oxidante en estos roedores podría deberse más una 

alteración en los mecanismos de la producción de las ROS que en los de la eliminación. 

 

Figura 19. El nivel de expresión de 
los genes que codifican para las 
proteínas antioxidantes no se 
incrementó por la falta de la catalasa. 
El nivel de expresión se determinó por 

medio de qRT-PCR de una mezcla de 

cDNA de tres ratones de 3 meses de 

edad. El cDNA se sintetizó a partir del 

RNA total extraído del hígado. El gen de 

referencia utilizado fue el Rplp0. 

Uno de los procesos celulares que se ha encontrado que acompañan al envejecimiento es 

la senescencia celular, fenómeno que además puede ser inducido por el estrés oxidante 

(Chen and Ames, 1994; Collado et al., 2007). Para determinar si la ausencia de la catalasa 

pudo alterar este proceso, se realizó una tinción que detecta los altos niveles de actividad 

de la b-galactosidasa, una característica de la senescencia celular, en cortes histológicos 

de hígado de los ratones de 3, 12 y 24 meses de edad. La actividad de la b-galactosidasa 

se encontró incrementada en el hígado de los ratones de 12 y 24 meses de edad, pues la 

tinción fue más intensa (mayor número de puntos azules y área total teñida), aunque la 

diferencia solo fue estadísticamente significativa para las comparaciones de las muestras 

de los ratones Cat-/- y no hubo diferencias significativas entre los ratones silvestres de las 

distintas edades (Figura 20). Si bien las diferencias entre los ratones silvestres y los Cat-/- 

tampoco fueron estadísticamente significativas entre animales de la misma edad, se 

observó una tendencia de una mayor actividad de la b-galactosidasa en los hígados de los 

ratones Cat-/-, lo que sugiere mayor número de células senescentes en estos animales 

(Figura 20).  
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Figura 20. La actividad de la b-galactosidasa se incrementa por la edad. La tinción 
de la b-galactosidasa se realizó en cortes de 10 µm de hígado de los ratones Cat+/+ y Cat-
/- a pH 6. Los cortes se contra tiñeron con eosina. Mediante un análisis de imágenes con 
el software ImajeJ, se cuantificó la tinción contando los puntos azules, el tamaño promedio 
de los puntos y el área azul total. Cada dato es el promedio de tres imágenes 
representativas de un ratón. Promedio ± SD, n= 3-4. 

Para tener mayor evidencia sobre un posible incremento en la senescencia celular en los 

hígados de ratones Cat-/-, se midió el nivel de expresión de p16, p21 y p53, genes que 

codifican para las proteínas reguladoras del ciclo celular cuyo incremento se asocia a la 

senescencia celular (Krishnamurthy et al., 2004). El nivel de la expresión de estos genes 

se incrementó considerablemente en los ratones de ambos genotipos desde los 12 meses 

de edad, sin embargo, este fenómeno no se exacerbó a los 24 meses de edad y además 

no hubo diferencias entre los ratones silvestres y mutantes (Figura 21), indicando que la 

senescencia celular en el hígado alcanza su máximo a los 12 meses de edad y sucede en 

el mismo grado en los ratones silvestres y los mutantes. 



Instituto de Biotecnología, UNAM   Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
66 

 

Figura 21. El nivel de 
expresión de los genes 
marcadores de la 
senescencia incrementa 
por la edad. El nivel de 

expresión de p16, p21 y p53 

se determinó a partir de 

RNA total de hígado por 

medio de qRT-PCR 

utilizando como gen de 

referencia el Rplp0. 

Promedio ± SD, n= 3-4. 

Debido a que en los ratones Cat-/- alimentados con la HFD mostraron una reducción en el 

nivel de esteatosis hepática en comparación con los ratones silvestres (Pérez-Estrada, 

2010), la acumulación de las grasas en el hígado a causa del envejecimiento también 

podría verse afectada por la falta de la catalasa. La determinación de las grasas neutras 

por tinción con rojo oleoso mostró una menor acumulación de las grasas en el hígado de 

los ratones Cat-/- que en el de los ratones silvestres (Figura 22A). Este dato que coincidió 

con el contenido de los triacilglicéridos y el colesterol, particularmente en el hígado de los 

ratones de 24 meses de edad (Figura 22B, C). El fenómeno parece ser exclusivo de las 

grasas, pues el contenido del glucógeno no se alteró ni por la edad ni por la ausencia de 

la catalasa (Figura 22D). Estos datos sugieren que la falta de la catalasa causa 

alteraciones en los mecanismos que regulan la acumulación de las grasas en el hígado. 
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Figura 22. La acumulación de los lípidos en el hígado se afecta por la ausencia de 
la catalasa en los ratones viejos. (A) Tinción de rojo oleoso en los cortes de hígado de 
los ratones Cat. Contenido de los triacilglicéridos (B) y el colesterol (C) en el hígado de 
los ratones Cat+/+ y Cat-/-. (D) Contenido del glucógeno en el hígado de los ratones Cat. 
Promedios ± SD, n= 3-5. 

6.3 En el ayuno la acumulación de las grasas en el hígado se afecta por la falta de la 
catalasa 

Puesto que los datos previos indicaron que la acumulación de las grasas en el hígado 

podría ser una de las principales afectaciones por la falta de la catalasa, los ratones 

carentes de la catalasa se sometieron al ayuno. Es ampliamente conocido que el ayuno 

provoca cambios significativos en el metabolismo general de los organismos en un corto 

tiempo (Longo and Mattson, 2014; Maughan et al., 2010; Samuel and Shulman, 2012). En 

las primeras horas induce la degradación de las reservas del glucógeno del hígado y del 

músculo (Yahagi et al., 2013). Conforme el tiempo avanza se induce la movilización de las 

grasas hacia los tejidos y los órganos periféricos (Maughan et al., 2010; Samuel and 

Shulman, 2012). En el hígado las grasas se acumulan en vacuolas lipídicas en tiempos 

relativamente cortos posterior al ayuno (Lee et al., 2016), con el fin de ser oxidadas y así 

producir cuerpos cetónicos, la mayor fuente de energía una vez que la glucosa se ha 

agotado (Fukao et al., 2004). Estas características convierten al ayuno en una condición 

que podría evidenciar las alteraciones en los mecanismos que regulan la acumulación y la 

utilización de las grasas que resultan de la ausencia de la catalasa. 
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De manera inesperada, se encontró que en los ratones silvestres la actividad de la catalasa 

del hígado, así como la expresión de su gen, disminuyeron durante el ayuno, mientras que 

la realimentación por 12 horas permitió la recuperación parcial de la actividad (Figura 23A, 

B). La reducción de la actividad de la catalasa coincidió con el incremento en la 

lipoperoxidación (Figura 23C), y aunque en los ratones Cat-/- también hubo aumento en la 

lipoperoxidación, en los ratones silvestres fue mayor, sobre todo a las 48 horas de ayuno 

(Figura 23C). Estas observaciones indicaron que la catalasa podría tener un papel 

importante durante el ayuno.  

 
Figura 23. La actividad de la catalasa y el nivel de la expresión de su gen en el hígado 
disminuye por el efecto del ayuno mientras se incrementa la lipoperoxidación en los 
ratones Cat+/+. Actividad de la catalasa (A) y el nivel de expresión de su gen (B) en el 
hígado de los ratones silvestres alimentados, los ayunados por 24 horas y los 
realimentados por 12 horas. (C) Dienos conjugados del hígado de los ratones Cat+/+ y Cat-
/- ayunados. Promedio ± SD, n= 3. 

El ayuno, como era esperado, causó pérdida del peso corporal de los animales, fenómeno 

que fue similar entre los ratones Cat-/- y Cat+/+ (Figura 24A); el mismo comportamiento se 

observó en la glucemia y los niveles séricos de los triacilglicéridos y del colesterol (Figura 

24B-D). Tal y como se esperaba, el contenido del glucógeno del hígado se afectó 

fuertemente por el ayuno, pues desde las 24 horas se agotó y, similar a las comparaciones 

de parámetros determinados en los ratones viejos, no hubo diferencias entre los ratones 

Cat+/+ y Cat-/- (Figura 24E).  
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Figura 24. Alteraciones metabólicas en los ratones Cat+/+ y Cat-/- ayunados por 24 o 
48 horas. (A) Peso corporal. (B) Glucemia. Niveles séricos de los triacilglicéridos (C) y del 
colesterol (D) de los ratones Cat+/+ y Cat-/- ayunados por 24 y 48 horas. (E) Contenido del 
glucógeno en el hígado de los ratones Cat+/+ y Cat-/- ayunados por 24 y 48 horas. Promedio 
± SD, n= 3-5. 

Al medir el contenido de los triacilglicéridos y del colesterol total en el hígado de los ratones 

ayunados, se encontró que se redujo el contenido de los primeros en los ratones Cat-/- 

(Figura 25A), pero no el del colesterol total (Figura 25B). En línea con estos cambios, los 

niveles de los cuerpos cetónicos circulantes se incrementaron en los ratones Cat+/+ 

ayunados por 48 horas al igual que en 2 de 4 de los ratones Cat-/- (Figura 25C), mientras 

que 2 de 4 de los ratones Cat-/- ayunados se encontraron claramente disminuidos (puntos 

rojos en la figura 25C). El bajo nivel de los cuerpos cetónicos coincidió con falta de 

movilidad y una respuesta a estímulos por estos animales, y también con el intestino 

necrótico observado al momento de la disección (Figura 25D). Si bien el número de 

animales analizados en este trabajo fue bajo, resultados recientes del laboratorio 

confirman que bajos niveles de cuerpos cetónicos coincide con intestino necrótico (datos 

no mostrados). Lo anterior sugiere que los bajos niveles de los cuerpos cetónicos y el 

intestino necrótico que se presentaron en los ratones Cat-/- ayunados podrían ser un signo 
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de muerte inminente, por lo que los ratones que no tienen catalasa son más sensibles a 

ayunos prolongados, ya que ninguno de los ratones silvestres presentó este fenotipo.  

En conjunto los resultados de ayuno y las observaciones en animales viejos sugirieron que 

la ausencia de la catalasa podría causar alteraciones importantes en la homeostasis del 

metabolismo, en especial el de las grasas, alteración que podrían ser a nivel del transporte, 

la síntesis y/o en el almacenamiento de ellas. 

 

Figura 25. En los ratones 
Cat-/- la acumulación de las 
grasas disminuye en el 
ayuno. (A) Tinción de rojo 

oleoso en cortes histológicos 

de hígado de ratones Cat+/+ y 

Cat-/- alimentados y 

ayunados. Contenido de los 

triacilglicéridos (B) y del 

colesterol (C) del hígado de 

los ratones Cat+/+ y Cat-/-

alimentados y ayunados por 

24 y 48 horas. Promedio ± 

SD, n= 3-8. 

 

6.4 Los niveles de expresión de los genes del metabolismo se afectan por la ausencia 
de la catalasa. 

Para determinar si la ausencia de la catalasa causó alteraciones en el metabolismo, 

posiblemente con mayor impacto en el de las grasas, se determinó el nivel de la expresión, 

en el hígado, de los principales genes de la glucólisis, la gluconeogénesis y la síntesis y 

degradación de las grasas. 
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En la condición de ayuno, tal y como se esperaba, el nivel de expresión de los genes 

metabólicos en el hígado se alteró. El nivel de la expresión de la Gck, gen que codifica 

para la primera enzima de la glucólisis, disminuyó por el ayuno, y la realimentación permitió 

su recuperación, efecto que se observó tanto en el hígado de los ratones silvestres como 

en el de los Cat-/- (Figura 26). Contrario al comportamiento del gen Gck, el nivel de 

expresión de los genes de la gluconeogénesis Pck1 y G6pc se incrementaron por el ayuno 

y regresaron a sus niveles basales por la realimentación, aunque sólo en la Pkc1 el efecto 

fue significativo; el incremento por el ayuno fue mayor en el hígado de los ratones silvestres 

comparado con el observado en los ratones mutantes (Figura 26). Por su parte, el nivel de 

expresión de los genes de la lipogénesis: Fas, Spot14, Scd1 y Pparg2, disminuyeron por 

el ayuno y sus niveles se reestablecieron parcialmente por la realimentación. Con 

excepción de Scd1, el nivel de expresión de estos genes fue menor en el hígado de los 

ratones Cat-/- desde la condición alimentada y el ayuno causó todavía una disminución 

mayor (Figura 26). Al analizar la expresión de los genes de la oxidación de las grasas: 

Acox1, Ctp1a, Ppara y Fgf21, se encontró que su nivel de expresión se incrementó en el 

hígado en respuesta al ayuno y disminuyó por la realimentación; solo en el caso de Ppara 

se vió que la respuesta al ayuno en el hígado de los ratones Cat-/- fue en menor proporción 

que lo que mostraron los hígados de los ratones silvestres (Figura 26 y 27). Estos datos 

indicaron que la respuesta al ayuno, medida por el nivel de la expresión de genes del 

metabolismo, se mantiene en ausencia de la catalasa, lo que sugiere que la regulación de 

la insulina-glucagón que sucede en el ayuno-realimentación, no está afectada por la falta 

de la catalasa, y que los bajos niveles de expresión de los genes de la lipogénesis podría 

explicar, en parte, la menor acumulación de las grasas en el hígado durante el ayuno, 

aunque se trataría de una condición pre-existente. 
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Figura 26. Los niveles de expresión de los genes del metabolismo en los ratones 
Cat+/+ y Cat-/- ayunados. La expresión se determinó por medio de qRT-PCR. El cDNA se 
sintetizó a partir del RNA total extraído del hígado de los ratones alimentados y ayunados 
por 24 horas, otro grupo de ratones se ayunó por 24 horas y se realimentaron durante 12 
horas. El gen de referencia utilizado fue el Rplp0. Promedio ± SD, n= 2-5. 

 

 

Figura 27. El nivel de 
expresión de Fgf21 en 
ratones Cat+/+ y Cat-/- 
ayunados. El nivel de 

expresión de Fgf21 se 

determinó por medio de qRT-

PCR. El cDNA se sintetizó a 

partir del RNA total extraído 

del hígado de los ratones 

alimentados y ayunados por 

24 horas, otro grupo de 

ratones se ayunó por 24 horas 

y se realimentaron durante 12 

horas. El gen de referencia 

utilizado fue el Rplp0. 

Promedio ± SD, n= 2-5. 
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Previamente ya se había observado que los ratones Cat-/- desarrollaban menos esteatosis 

cuando se alimentaban con la HFD (Pérez-Estrada, 2010). La esteatosis es causada, en 

parte, por incremento en la lipogénesis (Li et al., 2011; Matsusue et al., 2003; Moon et al., 

2012). Por lo tanto, menor expresión de genes lipogénicos podría explicar la disminución 

de la esteatosis en los ratones Cat-/-. Para probar esta idea, se midió el nivel de expresión 

de los genes del metabolismo en el hígado de los ratones alimentados con la HFD por 3 

meses, utilizando como muestra una mezcla de cDNA de tres individuos por condición. 

Similar a lo que se observó en el ayuno, en los ratones Cat-/- todos los genes involucrados 

en la lipogénesis tuvieron niveles de expresión más bajos en comparación con los niveles 

que se observaron en el hígado de ratones silvestres (Figura 28). En otras vías 

metabólicas, como la glucólisis, no se observaron cambios importantes en los niveles de 

la expresión de sus genes asociados, salvo en la expresión de la Gck, pues en los ratones 

Cat-/- se incrementó; en sentido contrario se observó menor expresión de la piruvato 

carboxilasa (Pklr) y de la Pkm2 (Figura 28). La mayoría de los genes de la gluconeogénesis 

disminuyeron su nivel de expresión o no cambiaron en los ratones Cat-/-, pero uno que 

llamó la atención fue Nr4a1 que se ha identificado como un regulador de esta vía (Chao et 

al., 2007). Contrario con la expectativa, el menor nivel de expresión de los genes de la 

lipogénesis no correlacionó completamente con el incremento en el nivel de expresión de 

los genes de la degradación de las grasas en los ratones Cat-/-, pues mientras Acox1 y 

Fgf21 se incrementaron, Pparg, Pgca, Cyt-c y Ctp1 se disminuyeron (Figura 28).  
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Figura 28. El nivel de 
expresión de los genes de 
la lipogénesis se afecta por 
la ausencia de la catalasa 
en los ratones alimentados 
con la HFD. El nivel de 

expresión de los genes se 

midió utilizando qRT-PCR en 

una mezcla de cDNA del 

hígado de 3 ratones de cada 

genotipo alimentados con 

HFD por 3 meses. El gen de 

referencia utilizado fue el 

Rplp0. Los datos se muestran 

en un “HeatMap” construido 

con en el software R 

utilizando el paquete 

NeatMap. 

Debido a que los resultados de la condición de alimentación con la HFD por 3 meses sólo 

mostraron el efecto de la ausencia de la catalasa en la alimentación con la HFD, pero no 

la respuesta a la alimentación en si, se alimentó un grupo de ratones por 15 días con la 

HFD y la dieta baja en grasa, o control, de similar composición de nutrientes, pero con 

diferente contenido de grasas (ver Anexo II). Este diseño experimental, además, podría 

permitir determinar si el bajo nivel de expresión de los genes de la lipogénesis se mantiene 

en la alimentación con una dieta de bajo contenido de grasas, similar a lo que ocurrió con 

la dieta estándar (Figura 26). Como se muestra en la figura 29, los niveles de la expresión 
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de la mayoría de los genes analizados fue la misma entre los ratones de ambos genotipos 

alimentados con la dieta baja en grasas (dieta control), sin embargo, por efecto de la HFD, 

el nivel de expresión de la Gck se incrementó notoriamente, pero la respuesta fue menor 

en el hígado de los ratones Cat-/-, mientras que los genes de la gluconeogénesis Pck1 y 

G6pc no se afectaron por la dieta o el genotipo. Como era esperado, la HFD indujo un 

incremento en el nivel de la expresión de los genes de la lipogénesis Fas, Spot14 y Pparg2 

en los ratones silvestres (Figura 29). En los ratones Cat-/-, el nivel de expresión de la Fas 

y el Spot14 no se incrementaron en respuesta a la HFD, pero sí para Ppag2, aunque en la 

proporción fue menor al que presentaron los ratones silvestres (Figura 29). Los niveles de 

la expresión de los genes asociados a la degradación de los lípidos, Acox y Fgf21, no se 

afectaron por el genotipo o el tipo de alimentación (Figura 29). Estos datos, junto con las 

observaciones en el ayuno, indican que la ausencia de la catalasa afecta negativamente 

los niveles de expresión de los genes de la lipogénesis. 

 
Figura 29. Los niveles de expresión de los genes de la lipogénesis se incrementan 
por la alimentación con la HFD en los ratones Cat+/+ pero no en los ratones Cat-/-. El 
nivel de expresión se determinó por medio de qRT-PCR. El cDNA se sintetizó a partir del 
RNA total extraído del hígado de los ratones alimentados con una dieta control o con la 
dieta HFD. El gen de referencia utilizado fue el Rplp0. Promedio ± SD, n= 3-7. 

Diferente a lo que se observó en el ayuno, en la condición de alimentación con la dieta 

control por 15 días, que sería equivalente a la condición alimentada en los experimentos 
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de ayuno, no se encontraron diferencias en los niveles de la expresión de los genes de la 

lipogénesis entre los roedores silvestres y mutantes, por lo que se hizo un análisis 

comparando los niveles de expresión en el hígado de ratones que recibieron la dieta 

estándar o la dieta baja en grasa. Como se puede apreciar en la Figura 30, el patrón de la 

expresión de los genes del metabolismo fue distinto dependiendo de la dieta. Aunque en 

general se mantienen bajos niveles de expresión de los genes lipogénicos en los ratones 

Cat-/-, se observaron cambios contrastantes en Ppara, Acox1, Fgf21 y Ctp1a, que están 

asociados a la oxidación de grasas, pues su comportamiento fue dependiente de la dieta 

que recibieron los ratones Cat-/-. Mientras que en el hígado de ratones que recibieron la 

dieta control los niveles de expresión disminuyeron, en el de los ratones que recibieron la 

dieta estándar se sobre-expresaron (Figura 30). Estos resultados indican que la 

composición de los macronutrientes de la dieta es determinante para el efecto. Pues, 

mientras la dieta control contiene grasa animal (manteca) y vegetal (aceite de soya), la 

estándar solo contiene grasa vegetal (Anexo II). Los carbohidratos también son distintos 

entre las dietas, ya que en la dieta control el componente principalmente es la sacarosa, 

un disacárido, y en la dieta estándar es un polisacárido, el almidón de maíz (Anexo II). Las 

diferencias entre las dietas sin duda influyeron en el experimento, por lo que deberían ser 

variantes importantes para considerar en cualquier diseño experimental. 
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Figura 30. Expresión de los genes del metabolismo se afecta por el tipo de dieta. La 
expresión se determinó por medio de qRT-PCR. (A) Patrón de expresión en los ratones 
alimentados con la dieta estándar. (B) Patrón de expresión en los ratones alimentados con 
la dieta baja en grasa o control. El cDNA se sintetizó a partir del RNA total extraído del 
hígado de los ratones de tres meses de edad alimentados con dieta estándar durante toda 
su vida y de un segundo grupo de la misma edad, pero alimentados con la dieta control 
durante 15 días antes del sacrificio. Los datos se muestran en un “HeatMap” construido 
con el promedio de expresión de al menos tres ratones utilizando el software R y el paquete 
NeatMap. 

Los datos indican que la alteración en los niveles de expresión de los genes de la 

lipogénesis en el hígado por la ausencia de la catalasa tanto en la alimentación con la HFD 

como en el ayuno coinciden con una menor acumulación de las grasas en el hígado, 

sugiriendo que la principal vía alterada por la ausencia de la catalasa es la lipogénesis, 

aunque no se identifica cual podría ser el efector determinante de este fenómeno. 

6.5 La actividad de la AMPK se encuentra incrementada en los ratones Cat-/-. 

Hasta la fecha no se ha descrito que la catalasa regule el metabolismo, por lo que los bajos 

niveles de expresión de los genes de la lipogénesis en el hígado de los ratones Cat-/- 

tendría que ser consecuencia de la alteración de algún regulador de la lipogénesis. Se 

conoce que la AMPK, una cinasa dependiente del AMP, es un regulador negativo del 

anabolismo (Hardie et al., 2012; Long and Zierath, 2006), y en especial de la lipogénesis 

(Cantó and Auwerx, 2010; Mihaylova and Shaw, 2011). La activación farmacológica de 

AMPK revierte la esteatosis hepática causada por la alimentación con una HFD al disminuir 

los niveles de la expresión de los genes de la lipogénesis (Li et al., 2011), similar a como 

sucedió en los ratones  Cat-/-. Por lo tanto, la AMPK es un fuerte candidato de los efectos 

de la ausencia de la catalasa en la lipogénesis.  

Al determinar en el hígado la forma fosforilada de la AMPK por inmunodetección 

(fosforilación de la treonina 179 de la subunidad a), que es una forma activa de la enzima, 

se encontró que se incrementó significativamente en los ratones Cat-/- alimentados con la 

dieta baja en grasa, tanto en los ratones que se alimentaron por 15 días con las dietas, 

como en aquellos que se alimentaron durante tres meses (Figura 31A, B). Si bien en los 
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ratones alimentados con la HFD también se observó un incremento en la abundancia de 

la pAMPK, esta diferencia no fue estadísticamente significativa (Figura 31A, B). 

 
Figura 31. La forma activa de la AMPK se incrementa en los ratones Cat-/- en 
condiciones de alimentación con la dieta control o la HFD. (A) Condición de 
alimentación con la dieta control y la HFD por 15 días. (B) Condición de alimentación con 
la dieta control y la HFD por 3 meses. La determinación de la abundancia de la pAMPK y 
la AMPK se identificó por inmunodetección en un extracto total de proteínas obtenida del 
hígado de los ratones. La cuantificación de las bandas de la inmunodetección se realizó 
por densitometría con el software ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-4. 

El aumento de la pAMPK en los ratones Cat-/- sugiere que la disminución en los niveles de 

la expresión de los genes de la lipogénesis, y en consecuencia de la acumulación de las 

grasas en el hígado, se debe al aumento de la actividad de esta cinasa, sin embargo, aún 

es posible que otros reguladores estuvieran involucrados. Uno de ellos podría ser la cinasa 

sensible de rapamicina mTOR. mTOR es una cinasa que entre sus funciones está la de 

promover el anabolismo (Laplante and Sabatini, 2009, 2012, 2013). Al analizar la forma 

fosforilada de la mTOR (fosforilación en la serina 2448), no se encontraron alteraciones en 

los ratones Cat-/-, ni por efecto de la mutación ni por la alimentación con la dieta alta o la 

baja en grasa (Figura 32), lo que sugiere que esta cinasa no está involucrada en la 

regulación negativa de la lipogénesis por la ausencia de la catalasa. 
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Figura 32. La mTOR no se afecta por la falta de la catalasa en condiciones de 
alimentación con la dieta control o la HFD. La determinación de la abundancia de 
pmTOR y mTOR en la condición de alimentación con la dieta control y la HFD por 15 días 
identificada por inmunodetección en un extracto total de proteínas obtenida del hígado de 
los ratones. La cuantificación de las bandas de la inmunodetección se realizó por 
densitometría con el software ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-4. 

Con el fin tener más evidencia sobre cómo podría estar actuando la AMPK en el hígado 

de ratones carentes de catalasa, se midió su activación en el hígado durante el ayuno, 

condición catabólica en la que se favorece la actividad de la AMPK (Bujak et al., 2015; 

Cantó et al., 2010). Se observó que en la condición alimentada el nivel de la pAMPK ya 

era mayor en los ratones Cat-/- y aunque se incrementó por el ayuno, solo se trató de un 

cambio discreto (Figura 33). En los ratones silvestres el ayuno también incrementó la 

abundancia de la pAMPK, pero no llegó a los niveles que se observaron en los ratones 

mutantes de la catalasa (Figura 33). Al determinar la pmTOR, se encontró, como en la 

HFD, que no se alteró su abundancia. Al analizar la abundancia de las proteínas de la 

lipogénesis ACC, FAS y ATP Citrato-L, todas ellas disminuyeron por el ayuno en los 

ratones silvestres (Figura 33). De acuerdo con la expectativa, en los ratones Cat-/- la 

abundancia de las proteínas de la lipogénesis fue menor desde la condición alimentada y 

el efecto se exacerbó con el ayuno, lo que estuvo acorde con las observaciones 

encontradas cuando se midieron los niveles de expresión de los genes del metabolismo. 

Los resultados refuerzan la hipótesis de que la AMPK podría ser el regulador de la 

expresión de los genes de la lipogénesis en la ausencia de la catalasa y, aunque en los 

ratones Cas-/- la AMPK ya está activa, aún responde a estímulos que la inducen, como por 

ejemplo el ayuno. 
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Figura 33. En el ayuno la activación de la AMPK se incrementa mientras disminuye 
la abundancia de las proteínas de la lipogénesis sin aparente participación de la 
mTOR. Las determinaciones de la abundancia de las proteínas en el hígado se detectaron 
utilizando inmunodetección en un extracto total de proteínas obtenida del hígado de los 
ratones de 3 meses de edad. Los ratones se ayunaron por 24 horas La cuantificación de 
las bandas de la inmunodetección se realizó por densitometría con el software ImageJ. 
Promedio ± SD, n= 3-4. 

6.6 La señalización de la insulina no se afecta por la falta de la catalasa 

El efecto de la falta de la catalasa sobre la lipogénesis se puede explicar por la mayor 

actividad de la AMPK, sin embargo, como se ha mostrado en este y en un trabajo previo 

(Pérez-Estrada, 2010), la ausencia de la catalasa también causó alteraciones en la 

glucemia de los ratones, ya que en la condición de alimentación con la HFD se previno la 

hiperglucemia, la hiperinsulinemia y la intolerancia a la glucosa de los ratones Cat-/- (Pérez-

Estrada, 2010), además, en el envejecimiento se evitó la hiperglucemia asociada con la 

edad (Figura 17A). Lo anterior sugirió que podría haber afectaciones en la vía de 

señalización de la insulina, al ser de los principales factores que regulan la homeostasis 

de la glucosa (Plum et al., 2006). En el hígado, los niveles de la AKT fosforilada en la 

treonina 308 (pAKT), que se relacionan con la activación de esta cinasa por la acción de 

la insulina (Chakraborty et al., 2010), no se alteraron en los ratones alimentados con la 

dieta control y la HFD por tres meses, y tampoco por el alelo de la catalasa (Figura 34).  
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 Figura 34. La activación de la AKT en condiciones basales no se altera por la 
ausencia de la catalasa en condiciones de alimentación con una dieta baja en grasa 
o la HFD. Las determinaciones de la abundancia de las proteínas en el hígado se 
detectaron utilizando inmunodetección en un extracto total de proteínas obtenida del 
hígado de los ratones de 3 meses de edad alimentados por 15 días con la dieta baja en 
grasa (control) o la HFD. La cuantificación de las bandas de la inmunodetección se realizó 
por densitometría con el software ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-4. 

El resultado anterior no permite concluir que la vía de la insulina no está afectada, pues un 

estímulo con insulina podría evidenciar un fenómeno diferente. Para determinar 

directamente si la falta de la catalasa causa diferencias en la respuesta a insulina, se 

inyectó insulina en ratones de 2 meses de edad alimentados con una dieta estándar. Los 

ratones previamente se ayunaron por 12 horas para disminuir, en la medida posible, el 

nivel de la pAKT basal. El estímulo con la insulina causó hipoglicemia en todos los 

animales, indicando que la acción de la insulina no se altera por la ausencia de la catalasa 

(Figura 35A). Al analizar la abundancia de la pAKT en el hígado de estos ratones, se 

observó que se incrementó su abundancia considerablemente por la acción de la insulina, 

sin embargo, no se encontraron cambios entre ratones silvestres y mutantes (Figura 35B). 

Aún es necesario analizar si en condiciones de alimentación con la HFD el estímulo con 

insulina no altera los niveles de pAKT en los ratones Cat-/-, aunque preliminarmente los 

datos en su conjunto sugieren que la respuesta a la insulina determinada por los niveles 

de la pAKT no se alteró por la falta de la catalasa, y que las alteraciones en la glucemia 

tanto en la alimentación con la HFD como en el envejecimiento probablemente se debieron 

a un efecto secundario por la alteración de la lipogénesis. 
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Figura 35. La inducción de la activación de la AKT por la insulina no se afecta por la 
ausencia de la catalasa. (A) Glucemia de los ratones después de la inyección con insulina 
vía ip. (B) Inmunodetección de pAKT y AKT total. Las determinaciones de la abundancia 
de las proteínas en el hígado se detectaron utilizando inmunodetección en un extracto total 
de proteínas obtenida del hígado de ratones de 2 meses de edad alimentados dieta 
estándar. La cuantificación de las bandas de la inmunodetección se realizó por 
densitometría con el software ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-4. 

6.7 La autofagia y la actividad lisosomal parecen estar afectadas por la ausencia de 
la catalasa 

Como se mencionó, la AMPK es un regulador positivo de la actividad catabólica en general, 

lo que también incluye a la autofagia (Mihaylova and Shaw, 2011). Las ROS también 

inducen la autofagia (Filomeni et al., 2015). Para determinar si la autofagia podría haberse 

alterado por la ausencia de la catalasa, se midió la abundancia de las proteínas p62 y las 

formas I y II de LC3 en el hígado, que participan en la autofagia. En la condición de 

alimentación con la dieta control y con la HFD por 15 días no se observaron cambios 

significativos en la abundancia de la p62, pero sí un incremento en LC3-II, fenómeno que 

fue principalmente notorio en la dieta control (Figura 36). Debido a que la autofagia puede 

degradar específicamente orgánulos como los peroxisomas (Katarzyna and Suresh, 

2016), y a que la catalasa es una enzima peroxisomal, es posible que se afecte la cantidad 

de peroxisomas. Para determinar posibles alteraciones en la abundancia de los 

peroxisomas en el hígado, se midió la proteína peroxisomal PMP70 como un indicador de 

la abundancia de estos orgánulos. Los resultados mostraron que no se alteró 

significativamente la abundancia de la PMP70, aunque solo como tendencia pareció ser 

mayor en los ratones Cat-/- (Figura 36). Los resultados, por lo tanto, indican que por la 

ausencia de la catalasa la autofagia no se alteró con la alimentación con la dieta baja en 

grasa o con la HFD. 
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Figura 36. La autofagia y el marcador de peroxisomas PMP70 no se afecta en los 
ratones carentes de catalasa alimentados con una dieta baja en grasa o con la HFD. 
Las determinaciones de la abundancia de las proteínas en el hígado se determinaron 
utilizando inmunodetección en un entracto de proteínas totales de hígado de ratones de 3 
meses de edad alimentados por 15 días con la dieta baja en grasa (control) o la HFD. La 
cuantificación de las bandas de la inmunodetección se realizó por densitometría con el 
software ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-4. 

Si bien en ratones alimentados con la HFD se han encontrado alteraciones en la autofagia 

(Singh et al., 2009; Yang et al., 2010), el tiempo de alimentación ha sido más largo. Lo 

anterior podría ser una razón por la cual en este caso sólo se observaron cambios discretos 

en los ratones alimentados con la dieta control y con la HFD por 15 días, sin embargo, el 

ayuno es conocido que induce la autofagia (Takagi et al., 2016b). Por lo tanto, se midió la 

abundancia de p62 y LC3 en esta condición. De acuerdo con la expectativa, p62 disminuyó 

en el ayuno de 24 y 48 horas (Figura 37), aunque, no se observaron cambios entre los 

ratones silvestres y mutantes. La isoforma LC3-II se incrementó en los ratones ayunados 

de ambos genotipos (Figura 37), no obstante, en los ratones Cat-/- se encontró en mayor 

abundancia que en los ratones silvestres, similar a como sucedió en la condición de 

alimentación con HFD. Si bien los cambios no fueron significativos, si se observaron 

tendencias que podrían indicar alteraciones en la autofagia por la ausencia de la catalasa, 

y que será importante analizar con mayor detalle en un futuro. 
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Figura 37. La autofagia se incrementa con el ayuno. Las determinaciones de la 
abundancia de las proteínas importantes de la autofagia se determinaron utilizando 
inmunodetección en un extracto de proteína totale del hígado de ratones de 3 meses de edad 
que se ayunaron por 24 horas. La cuantificación de las bandas de la inmunodetección se 
realizó por densitometría con el software ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-4. 

Los cambios observados en la autofagia en la condición de ayuno también podrían afectar 

el contenido de peroxisomas, por lo que se determinó la abundancia de la PMP70 en esta 

condición. Sin embargo, no se observaron alteraciones importantes, pues solo a las 24 

horas de ayuno en los ratones silvestres la PMP70 pareció disminuir, mientras que a las 

48 horas la abundancia de PMP70 fue similar a la condición alimentada, tanto en ratones 

silvestres como en los mutantes (Figura 38). Estos datos sugieren que, a pesar de la falta 

de la catalasa, e independientemente del ayuno o la alimentación con la HFD, no hay 

afectación relevante en el número de peroxisomas.  
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Figura 38. El marcador de peroxisomas PMP70 no se altera por el ayuno en los 
ratones Cat-/-. Las determinaciones de la abundancia de la PMP70 se realizaron por 
inmunodetección en un extracto total de proteínas del hígado de ratones de 3 meses de 
edad que se ayunaron por 24 y 48 horas. La cuantificación de las bandas de la 
inmunodetección se realizó por densitometría con el software ImageJ. Promedio ± SD, n= 
3-4. 

La posible participación de la autofagia en alteraciones por la ausencia de la catalasa en 

el hígado, también se analizó mediante la determinación de los niveles de expresión de 

los genes que codifican para proteínas de la autofagia. Los niveles de expresión de los 

genes Atg5, Atg7, LC3B y p62 se incrementaron considerablemente a las 24 horas de 

ayuno, mientras que a las 48 horas algunos de ellos disminuyeron su nivel de expresión 

de manera discreta, sin embargo, en términos generales el comportamiento fue similar 

entre ratones silvestres y los mutantes (Figura 39). Estos resultados confirmaron la 

inducción de la autofagia por el ayuno que, en forma aparente, se observó por la 

inmunodetección de las proteínas, pero no evidenció alteraciones importantes por la 

ausencia de la catalasa. 
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Figura 39. Los niveles de la 
expresión de los genes de 
la autofagia se incrementan 
en respuesta al ayuno. Los 

niveles de la expresión se 

determinaron por medio de 

qRT-PCR. El cDNA se 

sintetizó a partir del RNA total 

extraído del hígado de los 

ratones alimentados o 

ayunados. El gen de 

referencia utilizado fue el 

Rplp0. Promedio ± SD, n= 3-

4. 

 

La autofagia requiere de los lisosomas en su fase final, además, los lisosomas pueden 

tener un papel determinante en la degradación de grasas (Settembre and Ballabio, 2014). 

Así que se determinó el efecto de la falta de la catalasa sobre la abundancia de las 

proteínas del lisosoma LAMP1 y LAMP2, además de la chaperona HSP70 (también 

conocida como HSC70) que se relaciona, entre otros procesos, con la autofagia mediada 

por chaperonas (Zuiderweg et al., 2017). La abundancia de LAMP1 en el hígado se 

mantuvo sin cambios después de que los ratones silvestres se sometieron a 24 horas de 

ayuno, mientras que el mismo tratamiento en los ratones Cat-/- causó una disminución 

(Figura 40A). A las 48 horas se observó que LAMP1 incrementó en el hígado de los ratones 

Cat+/+, pero no así en los ratones Cat-/- (Figura 40A). Por su parte LAMP2 en el hígado se 

mantuvo en niveles similares entre la condición alimentada y el ayuno de 24 horas 

independientemente del genotipo, pero incrementó a las 48 horas de ayuno tanto en los 

ratones Cat+/+ como en los Cat-/- (Figura 40A). Inesperadamente HSP70 tuvo un 

comportamiento interesante, pues a las 24 horas de ayuno disminuyó considerablemente, 

sobre todo en los ratones silvestres, y continuó en bajos niveles en estos animales hasta 

las 48 horas de ayuno, no obstante, en los ratones Cat-/-, si bien disminuyó a las 24 horas, 
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a las 48 horas sus niveles fueron comparables a los detectados en la condición alimentada 

(Figura 40A). Al analizar los niveles de expresión del gen Lamp2 se observó incrementado 

a las 24 horas, y se mantuvo en el mismo nivel hasta a las 48 horas, indicando que, si bien 

el ayuno promueve su expresión, los mecanismos que determinan la abundancia de su 

proteína no coinciden completamente con su mRNA (Figura 40B). Solo como un indicador 

de la actividad de la degradación de proteínas vía proteosoma, se determinó el nivel de 

expresión de Atrogin, que codifica para una E3 ligasa necesaria para la proteólisis vía 

proteosoma. El nivel de expresión de Atrogin se incrementó a las 24 horas de ayuno y así 

se mantuvo hasta las 48 horas, tanto en ratones mutantes como en los silvestres (Figura 

40B). Estos datos sugieren que posiblemente la formación de los lisosomas no se afecta 

por la ausencia de la catalasa durante el ayuno, aunque la alteración en la abundancia de 

HPS70 en los ratones carentes de la catalasa ayunados por 48 horas podría sugerir 

alteraciones en su actividad o algún proceso que requiera su actividad, como la autofagia 

mediada por las chaperonas. 
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Figura 40. La ausencia de la catalasa afecta la abundancia de las proteínas del lisosoma 
y de la chaperona HSP70 en el ayuno. (A) Abundancia de las proteínas de interés en el hígado. 
(B) Niveles de expresión de Lamp2 y de Atrogin, que codifica para una de las E3 ligasa 
involucrada en la degradación de proteínas vía proteosoma. Las proteínas de interés se 
detectaron utilizando inmunodetección en un extracto total de proteínas obtenida del hígado de 
los ratones de 3 meses de edad ayunados por 24 y 48 horas. La cuantificación de las bandas de 
la inmunodetección se realizó por densitometría con el software ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-
4. 

Para tener indicios de posibles alteraciones en la actividad lisosomal, se exploró 

directamente el efecto de la falta de catalasa. Cortes frescos del hígado de ratones 

ayunados se tiñeron con Lysotracker, un marcador fluorescente que detecta orgánulos con 

pH ácido.  Como se puede ver en la Figura 41, en los ratones silvestres se logró identificar 

un incremento discreto de la tinción del Lysotracker, mientras que en los animales Cat-/- 

desde la condición alimentada fue mayor y se exacerbó por el ayuno; además, el patrón 

de la marca de lysotracker fue distinto al de los ratones silvestres, pues se apreció lo que 

podrían ser lisosomas más grandes (Figura 41). Si bien estos datos son preliminares, 
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sugieren que puede haber alteraciones en la actividad lisosomal asociado a la ausencia 

de la catalasa. 

 
Figura 41. La actividad lisosomal incrementa en los ratones carentes de la catalasa. La 
tinción con el marcador fluorescente Lysotracker se hizo en cortes frescos de hígado de ratones 
alimentados y ayunados por 24 horas. 

Con el fin de tener más evidencias de alteraciones de la actividad lisosomal por la ausencia 

de la catalasa, se realizó un cultivo primario de hepatocitos de los ratones Cat+/+ y Cat-/-. 

En estos cultivos se simularon las condiciones de ayuno reemplazando el medio de 

mantenimiento con una solución de HBSS, la cual solo contiene glucosa como fuente de 

energía y sales. El resultado obtenido fue similar al observado en los cortes de hígado, 

pues los hepatocitos obtenidos de los ratones Cat-/- mostraron mayor tinción con 

Lysotracker en comparación con los obtenidos de los ratones silvestres. El fenómeno se 

presentó desde las 4 horas de estar incubados en HBSS, y se incrementó a las 6 horas de 

cultivo con HBSS (Figura 42). En conjunto los datos de inmunodetección, de expresión de 

genes y de Lysotracker, sugieren que la ausencia de la catalasa posiblemente altera la 

actividad lisosomal, que podrían estar asociados a los cambios discretos en la autofagia, 

pero sin claras afectaciones en los peroxisomas, por lo que serán aspectos interesantes 

para analizar en mayor detalle en el futuro. 
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Figura 42. La actividad lisosomal se incrementa en los hepatocitos de los ratones 
carentes de la catalasa. La tinción con el marcador fluorescente Lysotracker se hizo en el 
cultivo primario de hepatocitos una vez retirado el medio de cultivo y reemplazado con la 
solución HBSS por 4 o 6 horas. 

6.8 La ausencia de la catalasa afecta a la viabilidad de los ratones neonatos en 
condiciones de ayuno 

Los resultados descritos hasta el momento mostraron que en los ratones Cat-/- se alteró la 

acumulación de las grasas en el hígado. Además, las observaciones en el ayuno a las 48 

muestran indicios de que es posible que este fenómeno comprometa la viabilidad de estos 

animales, pues sólo en los ratones Cat-/- se observaron cambios severos en los niveles de 

los cuerpos cetónicos y en el aspecto de los intestinos (Figura 25D, E). En los ratones 

neonatos la cantidad de las reservas de energía como el glucógeno y el metabolismo de 

los cuerpos cetónicos, así como la autofagia, son necesarios para la supervivencia en 
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condiciones de ayuno (Cotter et al., 2011; Efeyan et al., 2013; Hufton and Wharton, 1982; 

Lei et al., 1996), por lo que los cambios metabólicos observados en los ratones adultos 

carentes de la catalasa podría disminuir su viabilidad en la etapa neonatal. Para demostrar 

lo anterior, ratones neonatos Cat-/- se sometieron a ayuno. Se encontró que el tiempo de 

supervivencia media de los ratones neonatos que no recibieron alimento previo al ayuno 

fue de 15 horas con 45 minutos para los ratones Cat-/- y de 18 horas con 30 minutos para 

los ratones silvestres (Figura 43A). El mismo fenómeno se observó en los animales que   

se alimentaron de forma natural con leche materna durante 12 horas (Figura 43B), aunque 

en este caso los tiempos de supervivencia media fueron de 37 y 41 horas para los ratones 

Cat-/- y Cat+/+, respectivamente. La disminución de la supervivencia de los ratones 

neonatos Cat-/- en ambas condiciones probadas sugieren que la catalasa es necesaria 

para la supervivencia en la condición de falta de alimento. 
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Figura 43. La ausencia de la 
catalasa causa disminución 
de la supervivencia de los 
ratones neonatos en 
condiciones de ayuno. (A) 

Ratones neonatos obtenidos por 

cesárea y ayunados 

inmediatamente. (B) Ratones 

neonatos que nacieron de forma 

natural y se les inició el ayuno 

después de 12 horas de estar 

alimentados por la madre. 

 

A nivel fisiológico se observó que los cuerpos cetónicos de los neonatos Cat-/- 

disminuyeron considerablemente desde las 6 horas de ayuno, mientras que en los ratones 

Cat+/+ la disminución se observó hasta las 12 horas (Figura 44A). Similar a este 

comportamiento, en los ratones Cat-/- los niveles de la glucosa se redujeron a las 2 horas 

de ayuno, pero niveles similares entre ratones silvestres y mutantes se observaron a las 6 

y 12 horas de ayuno (Figura 44B). Los efectos en la glucemia no correlacionaron con el 

contenido del glucógeno en el hígado, pues fue similar entre los ratones de ambos 

genotipos (Figura 44C). A diferencia de lo que sucedió en los ratones adultos, en los 

ratones neonatos no se detectaron cambios en el contenido de los triacilglicéridos en el 
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hígado, con excepción del colesterol total, que se incrementó significativamente en los 

ratones Cat-/- con 12 horas de ayuno (Figura 44D, E).  

 
Figura 44. Efecto del ayuno en los ratones neonatos Cat+/+ y Cat-/-. Niveles de los 
cuerpos cetónicos (A) y de la glucosa (B) de los ratones neonatos silvestres y mutantes 
ayunados a diferentes tiempos. (C) Contenido del glucógeno en el hígado de los ratones 
neonatos silvestres y mutantes ayunados a diferentes tiempos. Contenido del colesterol 
(D) y de los triglicéridos (E) en el hígado de ratones neonatos ayunados por 12 horas. 
Promedio ± SD, n= 2-10. 

Para determinar si los efectos en la supervivencia de los ratones neonatos podrían 

correlacionar con alteraciones en la expresión de los genes del metabolismo en el hígado, 

se determinaron los niveles de expresión de los genes que previamente se había visto 

afectados en los ratones adultos. El nivel de expresión de la catalasa tuvo un 

comportamiento similar a como ocurrió en los adultos, disminuyó por el ayuno en los 

ratones silvestres (Figura 45A). Por su parte la Gck no tuvo cambios en ratones neonatos 

Cat+/+ ayunados, pero en los Cat-/- se observó una fuerte disminución de su nivel de 

expresión (Figura 45A). De los genes de la lipogénesis, el nivel de expresión de la Fas 
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disminuyó por el ayuno en todos los ratones sin importar el genotipo, no obstante, la 

expresión de Pparg2 y Spot14 no se alteró en promedio, pero mostró mucha variabilidad 

entre individuos (Figura 45A). En el caso de la Acox no se detectaron cambios en su nivel 

de expresión por efecto del ayuno o el genotipo, pero sí en Fgf21, que se sobre-expresó 

tanto en ratones silvestres como en mutantes (Figura 45A). De la vía de la 

gluconeogénesis llamó la atención el comportamiento de la Pck, pues su inducción por el 

ayuno fue de al menos dos órdenes de magnitud, lo que sugiere que la gluconeogénesis 

es una vía importante para la supervivencia de los ratones neonatos en condiciones de 

ayuno y es un mecanismo que se mantiene aún en ausencia de la catalasa (Figura 45B).  

 
Figura 45. Efecto del ayuno en la expresión de los genes del metabolismo en los 
ratones neonatos Cat+/+ y Cat-/-. La expresión se determinó por medio de qRT-PCR. El 
cDNA se sintetizó a partir del RNA total extraído del hígado de los ratones neonatos en 
condiciones de sin ayuno o ayunados. El gen de referencia utilizado fue el Rplp0. Promedio 
± SD, n= 2-4. 

Como se mencionó, la autofagia también está involucrada en la supervivencia de ratones 

neonatos en ausencia de alimento. Para tener un indicio de posibles alteraciones en este 

proceso por la falta de catalasa en ratones neonatos, se determinaron los niveles de 

expresión de los genes de la autofagia y de marcadores de los lisosomas en el hígado de 

los ratones neonatos al inicio del ayuno y después de 12 horas de ayuno. Los niveles de 

expresión de Atg5, Atg7 y Lamp2 no se afectaron por el genotipo o la condición (Figura 

36), mientras en el caso de Lc3b se observó un incremento por el ayuno en los ratones 

silvestres, pero no así en los ratones Cat-/-, en parte debido a que en estos últimos en la 
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condición alimentada el nivel de expresión fue tendiente a ser mayor que la de los 

silvestres (Figura 46). A diferencia de lo anterior, en el caso del Atrogin, necesario en la 

proteólisis vía proteosoma, se observó que su expresión incrementó en los ratones 

silvestres y mutantes ayunados, lo que está de acuerdo con la importante proteólisis que 

debe ocurrir durante el ayuno de ratones neonatos (Figura 46). En conjunto estos 

resultados muestran que la ausencia de la catalasa afectó la viabilidad de los ratones 

neonatos por el ayuno. No fue posible identificar alteraciones contundentes que permitiera 

relacionar este fenotipo con defectos en la acumulación de grasas, sin embargo, la 

dinámica de producción de cuerpos cetónicos sí pudiera afectarse por la ausencia de 

catalasa. 

 
Figura 46. El nivel de expresión de los genes de la autofagia en los ratones neonatos 
Cat+/+ y Cat-/-. La expresión se determinó por medio de qRT-PCR. El cDNA se sintetizó a 
partir del RNA total extraído del hígado de los ratones neonatos en condiciones de sin 
ayuno o ayunados. El gen de referencia utilizado fue el Rplp0. Promedio ± SD, n= 2-4. 

6.9 En los ratones viejos también se altera la expresión de los genes del metabolismo, 
la actividad de la AMPK y la actividad lisosomal. 

Es posible que los niveles de expresión de los genes del metabolismo en el hígado también 

se hayan afectado en los ratones viejos debido a la falta de la catalasa. Al respecto, los 

niveles de expresión de los genes de la gluconeogénesis Pck1 y G6pc se incrementaron 

fuertemente por la edad en los ratones de ambos genotipos; el mismo efecto se observó 
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para los genes de la lipogénesis Fas y Scd1 y en los de la degradación de lípidos los Ctp1a 

y Fgf21. En sentido opuesto, el nivel de expresión de Gck, Pparg2, y Acox disminuyeron 

por la edad, mientras que los de Spot14 y Ppara no cambiaron.  Aunque en general el 

patrón de expresión fue similar entre los ratones silvestres y mutantes. El nivel de 

expresión de Pparg2 se vio claramente más disminuido en los ratones Cat-/- (Figura 47), 

por lo que se trató del único gene del cual su comportamiento fue acorde con lo observado 

en la condición de alimentación con la HFD y en el ayuno, sugiriendo que PPARg2 podría 

ser uno de los componentes determinantes del fenotipo asociado a la ausencia de la 

catalasa. 

 
Figura 47. El nivel de expresión de los genes del metabolismo de los ratones viejos 
Cat+/+ y Cat-/-. El nivel de expresión se determinó por medio de qRT-PCR. El cDNA se 
sintetizó a partir del RNA total extraído del hígado de los ratones silvestres y mutantes de 
edad de 3, 12 y 24 meses. El gen de referencia utilizado fue el Rplp0. Promedio ± SD, n= 
2-4. 

Para determinar si los cambios en los niveles de expresión que se observaron obedecían 

a alteraciones en la activación de la AMPK o la autofagia, se determinó la abundancia de 

la pAMPK, la p62 y LC3 en el hígado de los ratones viejos. Mientras a los 12 meses de 

edad la forma fosforilada de la AMPK fue similar en el hígado de los ratones silvestres o 

mutantes, a los 24 meses de edad la cantidad de la pAMPK fue mayor en el hígado de los 
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ratones Cat-/- (Figura 48). En el caso de la p62 se observó una tendencia de mayor cantidad 

en el hígado de los ratones Cat-/- a la edad de 12 meses, y el de los ratones viejos de 24 

meses de edad, independientemente del genotipo. Un fenómeno similar se observó en la 

cantidad de LC3-II, sin embargo, la diferencia entre los ratones viejos de 24 y 12 meses 

de edad no fue estadísticamente significativa (Figura 48). A pesar de lo anterior, una 

observación interesante fue la detección de una banda de LC3 muy similar en peso 

molecular a LC3-I (asterisco en Figura 48) solo en los ratones Cat-/-, tanto en los animales 

de 12 como en los de 24 meses de edad. Si bien se han reportado que existen isoformas 

y formas modificadas de LC3 distintas a las clásicas I y II (Wang et al., 2013b), el patrón 

de cómo se debiera observar en una inmunodetección no es el que se ha descrito, por lo 

que es posible que se trate de una isoforma que sólo está presente en ausencia de la 

catalasa. 

 
Figura 48. La actividad de la AMPK y la autofagia parecen alteradas en los ratones 
viejos Cat-/-. Las determinaciones de la abundancia de las proteínas en el hígado se 
detectaron utilizando inmunodetección en un extracto total de proteínas del hígado de los 
ratones de 12 y 24 meses de edad. La cuantificación de las bandas de la inmunodetección 
se realizó por densitometría con el software ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-4. 

Los lisosomas se han relacionado con el envejecimiento y la longevidad (Carmona-

Gutierrez et al., 2016) , y debido a que en el ayuno se encontraron alteraciones discretas 

en la actividad de estos orgánulos, se determinó la abundancia de las proteínas del 

lisosoma LAMP1 y LAMP2, además de la chaperona HSP70 en el hígado de los ratones 

viejos. Se encontró que la abundancia de estas proteínas pareció incrementar en los 

ratones de 24 meses de edad, aunque más bien se debió a que la cantidad de la tubulina 

disminuyó (Figura 49). No se logró determinar si los cambios en la abundancia de la 
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tubulina se debieron al experimento o al efecto de la edad, por lo que será necesario 

realizar más evaluaciones para determinar si hay afectaciones en las proteínas del 

lisosoma por efecto de la edad y la ausencia de la catalasa.  

 

Figura 49. La abundancia de las 
proteínas del lisosoma LAMP1, 
LAMP2 y de la chaperona HSP70 
se alteran por la edad y la 
ausencia de la catalasa. La 

determinación de la abundancia de 

las proteínas se determinó por 

inmunodetección en un extracto 

total de proteínas del hígado. La 

cuantificación de las bandas de la 

inmunodetección se realizó por 

densitometría con el software 

ImageJ. Promedio ± SD, n= 3-4. 

La b-galactosidasa es una enzima lisosomal, razón por la cual su actividad óptima es a pH 

ácido, mientras que su actividad a pH 6 se ha relacionado con la senescencia celular, aún 

no está claro si en la senescencia la cantidad de enzima se incrementa a tal grado que es 

posible detectarla a pH 6, que no es el óptimo, o si se debe a que la enzima sufre algún 

cambio (p. ej. modificaciones postraduccionales) que altera sus características cinéticas, 

pues no se conocen genes o isoformas adicionales que pudiera explicar el fenómeno. 

Debido a que en los ratones viejos se observó una discrepancia entre la tinción de b-

galactosidasa a pH 6 y la expresión de los marcadores de la senescencia (Figura 20 y 21). 

Además, también basados en los cambios detectados en las proteínas de lisosoma en el 

ayuno, podría ser que la actividad de la b-galactosidasa que se observó en los viejos a pH 

6 no se tratara de actividad asociada a la senescencia, si no a afectaciones en los 

lisosomas que no se logró observar cuando se determinó la abundancia de las proteínas 

lisosomales. Por lo anterior, y al no contar con muestras frescas de ratones viejos para 

realizar la tinción con Lysotracker, se determinó la actividad de b-galactosidasa a pH 4 en 

cortes histológicos de hígado.  De forma inesperada se observó que tanto la cantidad de 
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puntos azules como el área azul disminuyeron conforme avanzó la edad, aunque el 

tamaño de puntos azules se mantuvo sin cambios aparentes, además de que no se 

encontraron diferencias entre los ratones silvestres y mutantes (Figura 50). Si bien la 

cantidad de los puntos azules y el área azul total fue mayor en los cortes de hígado a pH 

4 comparados con los de pH 6 (Figura 20), algo esperado debido a que el pH ácido es el 

óptimo para la actividad de la enzima, los resultados no indicaron mayor actividad 

lisosomal en los ratones Cat-/- viejos. Por lo tanto, otras metodologías, como la tinción con 

Lysotracker, serán necesarias de implementar para determinar si hay afectación en la 

actividad lisosomal en los ratones viejos. 

 
Figura 50. Actividad de la b-galactosidasa en pH 4 disminuye por la edad. La tinción 
de la b-galactosidasa se realizó en cortes histológicos de 10 µm de hígado de los ratones 
Cat+/+ y Cat-/- a pH 4. Los cortes se contra tiñeron con eosina. La cuantificación de la tinción 
se hizo contando los puntos azules, el tamaño promedio de los puntos y el área azul total 
mediante análisis de imágenes con el software ImajeJ. Cada dato es el promedio tres 
imágenes de un ratón. Los datos se expresan como promedio ± SD, n= 3-4. 

Se ha determinado que el número de peroxisomas se ve afectado en fibroblastos 

senescentes (Legakis et al., 2002) y la proteína de membrana de los peroxisomas PMP70  

se incrementa en el hipocampo de ratones viejos  (Cipolla and Lodhi, 2017). Por lo tanto, 

éstos fenómenos podrían estar alterados en los ratones carentes de la catalasa. Por lo 

menos hasta los 24 meses, la abundancia de la proteína peroxisomal PMP70 sólo mostró 
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una ligera y aparente disminución en los ratones Cat+/+, mientras que en los ratones Cat-/- 

no se notó ninguna diferencia asociada con la edad (Figura 51A). La inmuno-fluorescencia 

para PMP70 en cortes del hígado de ratones de 24 meses mostró el patrón punteado 

esperado sin notables diferencias entre las muestras provenientes de los ratones con o sin 

catalasa (Figura 51B). Si bien estos datos sugieren que no hay alteraciones en el número 

de los peroxisomas, la alta variabilidad en estos experimentos, considerando sobre todo 

el bajo número de animales y la baja resolución de las inmuno-fluoescencias, no permite 

llegar a esta conclusión de manera definitiva, y obliga a realizar más experimentos para 

establecer claramente el efecto de la falta de la catalasa sobre el número de peroxisomas 

en los ratones viejos.  

 
Figura 51. La cantidad de los peroxisomas no se altera por la ausencia de la catalasa 
o la edad. (A) La determinación de la abundancia de PMP70 se identificó por 
inmunodetección en un extracto total de proteínas del hígado de los ratones viejos. La 
cuantificación de la inmunodetección se realizó por densitometría con el software ImageJ. 
(B) Inmunofluorescencia de PMP70 en cortes de hígado de 10 µm de ratones silvestres y 
mutantes de 24 meses de edad. Como marcador de núcleos se utilizó DAPI. Promedio ± 
SD, n= 3-4. 
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6.10 Klotho: un candidato causante del fenotipo de los ratones por la ausencia de la 
catalasa. 

Como se ha descrito, la lipogénesis parece ser la principal vía metabólica afectada por la 

ausencia de la catalasa. En línea con esta observación, PPARg2, un regulador positivo de 

la lipogénesis, parece ser común denominador en todas las condiciones probadas. PPARg 

podría ser determinante de la longevidad de los ratones (Argmann et al., 2009). Además, 

Klotho, un gen cuya ausencia provoca envejecimiento prematuro y una menor longevidad 

(Kuro-o et al., 1997), está regulado a nivel de expresión por la actividad de PPARg2 en el 

riñón (Zhang et al., 2008). Se han identificado al menos dos genes de Klotho, el a-Klotho 

(también conocido como Klotho) y el b-Klotho; si bien el primero es el que se ha 

relacionado con el envejecimiento prematuro, su expresión en el oprganismo es limitada, 

ya que se encuentra especialmente en el riñón. Por su parte, b-Klotho se expresa de forma 

más ubicua y es el más abundante en el hígado. Klotho regula el metabolismo al permitir 

la señalización por FGF19, FGF21 y FGF23. Klotho forma complejos de proteínas con los 

receptores de los FGF (FGFR), permitiendo la unión de los FGF. Por ejemplo, en el hígado 

de ratones, FGF15 (FGF19 en humanos) induce la síntesis de sales biliares al señalizar a 

través del complejo b-Klotho-FGFR4 (Inagaki et al., 2005). Un mecanismo similar sucede 

con la señalización de FGF21, que requiere de b-Klotho y el FGFR1c para señalizar y 

ejercer sus efectos metabólicos tanto in vivo como in vitro (Bookout et al., 2014; 

Kharitonenkov et al., 2008). Estas evidencias sugirieron la posibilidad de que los bajos 

niveles expresión de Pparg2 tuviera como consecuencia menor expresión de Klotho en el 

hígado lo que, además, explicaría la disminución de la longevidad de los ratones Cat-/-. 

Para demostrar esta posibilidad, se midió la expresión de a-Klotho y de b-Klotho en el 

hígado de los ratones viejos. En primera instancia, se encontró que la abundancia del 

mRNA de a-Klotho fue menor en al menos tres órdenes de magnitud comparado con b-

Klotho (Figura 52A). A pesar de estas diferencias en la abundancia de las dos isoformas, 

se encontró que la expresión de ambos se incrementó por efecto de la edad, sin embargo, 

no se observaron cambios significativos asociados al genotipo (Figura 52B).  
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Figura 52. Los niveles de expresión de Klotho se incrementan con la edad. (A) 
Niveles de expresión de a-Klotho y de b-Klotho absolutos con respecto a la expresión de 
Rplp0 en el hígado de los ratones silvestres y mutantes de tres meses de edad. El 
resultado evidencia que la abundancia del mRNA de a-Klotho en el hígado es menor al 
de b-Klotho en al menos tres órdenes de magnitud y es independiente del genotipo. (B) 
Niveles de expresión relativa de a-Klotho y de b-Klotho en los ratones silvestres y 
mutantes viejos. Los niveles de expresión se midieron por medio de qRT-PCR. El cDNA 
se sintetizó a partir del RNA total extraído del hígado de los ratones. El gen de referencia 
utilizado fue el Rplp0. Promedio ± SD, n= 3-4. 

Debido a que Klotho participa en la regulación del metabolismo a través de los FGF, se 

determinó si sus niveles de expresión en el hígado se alteraron en los ratones alimentados 

con la dieta baja en grasa y con la HFD, además de en el ayuno. Contrario con la 

expectativa, no se encontraron diferencias en los niveles de la expresión de ambas 

isoformas por la alimentación con la HFD tanto en ratones silvestres como en Cat-/- (Figura 

53A, B). De manera similar, en el ayuno no se encontraron alteraciones contundentes en 

los niveles de expresión de a-Klotho y de b-Klotho (Figura 53C, D). Por lo tanto, con la 

determinación de los niveles de expresión, no fue posible concluir si Klotho participa en las 

alteraciones metabólicas causadas por la ausencia de la catalasa. A pesar de estos datos, 

aún no se puede descartar completamente la participación de Klotho en las diferentes 

condiciones metabólicas probadas, ya que será necesario analizar otros órganos o tejidos, 
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sobre todo por el hecho de que a pesar de la limitada expresión de a-Klotho, 

principalmente en el riñón, su ausencia causa envejecimiento prematuro (Kuro-o et al., 

1997; Lindberg et al., 2014), indicando que tiene efectos importantes a nivel sistémico. 

 

Figura 53. La expresión de 
Klotho no se altera por la 
alimentación con la HFD o del 
ayuno. Expresión de a-Klotho (A 

y C) y la b-Klotho (D y D), en 

condiciones de alimentación con 

dieta control y con la HFD por 15 

días (A y B), además de en el 

ayuno (C y D). La expresión se 

determinó por medio de qRT-

PCR. El cDNA se sintetizó a partir 

del RNA total extraído del hígado 

de los ratones de las diferentes 

condiciones. El gen de referencia 

utilizado fue el Rplp0. Promedio ± 

SD, n= 3-5. 
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7 DISCUSIÓN 

Tradicionalmente las ROS se han considerado moléculas dañinas para la célula, sin 

embargo, los resultados de este trabajo de tesis sugieren que las ROS tienen un papel 

determinante en la regulación del metabolismo. A partir de los datos se propone que el 

incremento en los niveles del H2O2 resultado de la ausencia de catalasa, más que causar 

daño oxidante general de las macromoléculas, participa en la regulación del metabolismo 

de las grasas. La falta de catalasa disminuye la lipogénesis y, en consecuencia, provoca 

modificaciones en la fisiología de la célula y en general del organismo, alterando el proceso 

de envejecimiento y la longevidad natural en ratones. 

7.1 Teoría del envejecimiento debida a las especies reactivas del oxígeno: ¿Vigente? 

La teoría del envejecimiento debida a las ROS establece que el incremento de la 

concentración de las ROS provoca daño oxidante a las macromoléculas promoviendo el 

envejecimiento (Harman, 1956). En consecuencia, cualquier manipulación experimental 

dirigida a incrementar el daño oxidante debería causar envejecimiento. En este trabajo se 

mostró que en ratones la ausencia de la catalasa, una enzima antioxidante, provocó 

disminución de la vida media de los animales. No obstante, la menor longevidad de los 

ratones Cat-/- no correlacionó con un incremento en el daño oxidante ni con un fenotipo 

generalizado que indicara envejecimiento prematuro, salvo una cifosis más prominente. 

Los hallazgos de este proyecto suguieren, como en otros modelos de ratón con 

afectaciones en enzimas antioxidantes, que no hay correlación entre la ausencia de la 

catalasa y lo que predice la teoría del envejecimiento debida a las ROS.  Por lo tanto la 

longevidad disminuída de los ratones Cat-/- podría ser causa de otro fenómeno que no está 

asociado al aumento de la actividad pro-oxidante. Debido a que la actividad de la catalasa 

sólo se ha visto limitada a la descomposición del H2O2, es posible que esta molécula 

participe activamente en la actividad fisiológica de las células, afectando la longevidad pero 

sin causar daño oxidante. Lo anterior se refuerza por el hecho de que en los ratones nulos 

para la catalasa, la actividad pro-oxidante inducida por la alimentación con la HFD o por el 

ayuno no se exacerbó e incluso se disminuyó, fenómeno que además no pareció ser 

debido a la compensación por otros sistemas antioxidantes (Figura 19). Este panorama 
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puede indicar que la ausencia de la catalasa causa un fenómeno de hormesis por un 

incremento moderado pero persistente de la concentración del H2O2, que podría preparar 

y hacer más resistentes a los ratones Cat-/- a un estímulo pro-oxidante como lo es la 

alimentación con la HFD o el ayuno. 

A pesar de que no hubo incremento en el daño oxidante en los ratones Cat-/-, se afectó la 

acumulación de las grasas en estos animales, fenómeno que podría ser benéfico en 

condiciones adversas, como en la alimentación con dieta alta en grasa pero con efectos 

negativos en el ayuno o en la longevidad. Por lo tanto, la actividad antioxidante de la 

catalasa puede ser necesaria para mantener un adecuado balance de la cantidad del H2O2 

para que, entre otras cosas, actúe no como inductor de daño, sino como regulador del 

metabolismo. Por lo tanto, tal vez la participación de las ROS en la fisilogía del los 

organismos es por un mecanismo diferente al de daño, y más bien estan involucradas en 

la regulación del metabolismo. 

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados la posible participación de las ROS en la 

regulación del metabolismo, es necesario replantear la teoría del envejecimiento debida a 

las ROS. Al respecto tanto Pérez et al. (Pérez et al., 2010) como  Gems y Doonan (Gems 

and Doonan, 2009) se cuestionan sobre la vigencia de la teoría, aunque solo Gems y 

Doonan proponen que puede haber tres escenarios (Figura 54). El primero es que la teoría 
aún es válida, lo que quiere decir que las especies reactivas que causan daño no son el 

H2O2 o el O2.-, y aúnque éstas podría participar no son las más importantes, por lo que 

aquellas que verdaderamente causan daño aún no se han identificado. Esta propuesta da 

origen a lo que denominan la nueva teoría del daño oxidante. El segundo escenario es 

que la teoría es parcialmente cierta, por lo que proponen que el envejecimiento se debe 

a diversos tipos de estrés, incluyendo la acividad oxidante, que causan daño molecular y 

en consecuencia el envejecimiento. A este posible fenómeno lo denominan como la teoría 
molecular del daño. El último escenario es que la teoría es falsa y que el envejecimiento 

no es debido al daño, sino a un fallo a nivel celular de los tejidos, y que el daño en todo 

caso sólo correlaciona con él. A este escenario lo proponen como la teoría de la 
disfunción supra-molecular. En la última propuesta, los mecanismos como la 

señalización de la insulina o la actividad de la mTOR podrían ser ejemplos representativos 
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que pueden afectar a los organismos a nivel de tejidos y/o órganos, ya que pueden alterar 

la fisiología general, como la resistencia a la insulina (Gems and Doonan, 2009). Tomando 

como base la propuesta de Gems y Doonan, los resultados de estre trabajo, en conjunto 

con los diversos estudios en los que se evalúa la longevidad y el envejecimiento en 

condiciones que alteran el metabolismo, se propone que el metabolismo es uno de los 

factores determinantes que mantienen funcional a los organismos, y que su desregulación 

es el que da lugar al envejecimiento y/o la longevidad, siendo las ROS a su vez uno de los 

reguladores del metabolismo. 

 
Figura 54. Posibles escenarios sobre la teoría del envejecimiento causada por las ROS 
según Gems y Doonan. La teoría aún es válida pero los agentes pro-oxidantes que causan 
daño no se han identificado aún completamente. La teoría es parcialmente válida porque el 
envejecimiento es causa de diferentes tipos de estrés, incluido el estrés oxidante. La teoría es 
falsa debido a que el envejecimiento es resultado de una disfunción a nivel celular, de tejido y/o 
a nivel de órgano. Modificado de: Gems y Doonan, 2009. 

7.2 Alteración del metabolismo por la ausencia de la catalasa 

Previamente se había encontrado que la alimentación con la HFD no causaba esteatosis 

hepática en los ratones Cat-/- (Pérez-Estrada, 2010) y los hallazgos presentados en este 

trabajo sugieren que se debe a la disminución de la lipogénesis, que se ha demostrado es 



Instituto de Biotecnología, UNAM   Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
107 

relevante para el desarrollo de la esteatosis hepática provocado por la HFD (Farese et al., 

2012). La ausencia de la catalasa provocó una menor inducción de la expresión de los 

genes lipogénicos como Acox, Fas, Spot14 y Pparg2 en el hígado de los ratones Cat-/- en 

respuesta a la HFD. Además, los niveles de la AMPK activa fueron mayores en el hígado 

de los ratones carentes de la catalasa, sugiriendo que la actividad de la AMPK contribuye 

a que haya menor nivel de expresión de los genes lipogénicos. Si bien no se midió, es 

posible que la actividad del factor de trascripción SCREBP-1c, que es necesario para el 

desarrollo de la esteatosis hepática (Moon et al., 2012), esté regulado negativamente por 

la AMPK en el hígado de los ratones Cat-/- alimentados con la HFD, similar a como sucede 

en ratones silvestres alimentados con HFD pero tratados con activadores de la AMPK (Li 

et al., 2011). 

Por otro lado, la lipogénesis disminuida en los ratones Cat-/- podría no solo ser 

consecuencia de la vía de SCREBP-1c, sino también de la actividad de PPARg2, un 

regulador importante de la lipogénesis y del almacenamiento de las grasas. El gen que 

codifica a este factor se encontró menos expresado en el hígado de los ratones Cat-/-. 

PPARg2 podría también estar afectado por la AMPK, ya que en células cancerosas la 

AMPK regula negativamente su actividad transcripcional (Sozio et al., 2011). 

La menor acumulación de las grasas en el hígado de los ratones Cat-/- no fue una 

particularidad de la alimentación con la HFD. En el ayuno, otra condición que promueve la 

acumulación de los lípidos en el hígado también disminuyó los depósitos de grasas este 

órgano. A diferencia de la alimentación con la HFD, la acumulación de las grasas en el 

hígado durante el ayuno depende principalmente de los lípidos que se liberan por la lipólisis 

del tejido adiposo, y que son transportados y captados por el hígado vía el torrente 

sanguíneo, mientras que al mismo tiempo se disminuye la lipogénesis en el hígado (Lee 

et al., 2016). Si bien en el ratón no se ha determinado, un estudio en el visón americano, 

un mamífero de la familia de los mustélidos, muestra que durante los primeros tres días 

de ayuno los niveles de la expresión de los genes lipogénicos se mantienen sin cambios, 

pero hay un incremento a los 5 y 7 días de ayuno, indicando que en tiempos largos de 

ayuno es necesaria la lipogénesis de novo en el hígado, que consecuentemente causaría 

acumulación de las grasas en este órgano (Rouvinen-Watt et al., 2012). Por lo tanto, la 
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acumulación de las grasas en el hígado durante el ayuno podría ser un mecanismo que 

les permite a los seres vivos contar con reservas de energía para contender con 

situaciones de escases del alimento. En los ratones Cat-/- no se encontraron alteraciones 

en el nivel de expresión de los genes involucrados en la oxidación de las grasas, fenómeno 

que puedo explicar la disminución de la acumulación de grasa en el hígado. Por lo tanto, 

el efecto encontrado se puede deber, en parte, al bajo nivel de expresión de los genes 

lipogénicos previo al ayuno (Figura 26). A pesar de lo anterior, no se pueden descartar 

otros fenómenos como defectos en la secreción de lípidos del tejido adiposo o en el 

transporte de las grasas al interior de los hepatocitos, pues solo se determinaron los 

niveles séricos de los triacilglicéridos y el colesterol (Figura 24). Será necesario determinar 

los niveles de ácidos grasos libres en un futuro.  

Por otro lado, la falta de Atg5, un gene necesario para la autofagia, provoca disminución 

en la acumulación de lípidos en los ratones durante el ayuno. El mecanismo al parecer se 

debe a la activación de NRF2. El fenotipo de menor acumulación de vesículas lipídicas en 

el hígado de los animales Atg5-/- se re-establece cuando además carecen de Nrf2, 

indicando que la acumulación de grasas en el ayuno está regulada positivamente por la 

autofagia y negativamente por NRF2 (Li et al., 2018). NRF2 es un factor de transcripción 

que controla la respuesta antioxidante. Su actividad se regula, entre otros factores, por las 

ROS. KEAP, una proteína que se mantiene unido a NRF2, provoca su degradación vía 

proteosoma, sin embargo, al incrementar las ROS, KEAP se oxida en algunos residuos de 

cisteína ocasionando que se disocie de NRF2 y entonces este último se puede transportar 

al núcleo y promover la expresión de sus genes blanco (Deshmukh et al., 2017). Por lo 

tanto, se puede especular que el incremento en la degradación de los ácidos grasos en el 

ayuno en ausencia de la catalasa podría incrementar la concentración del H2O2 a un nivel 

que no causa daño oxidante, pero sí aumento en la actividad de NRF2, disminuyendo la 

acumulación de las grasas durante el ayuno. En consecuencia, es posible que en los 

ratones silvestres la disminución de la actividad de la catalasa, como se observó (Figura 

23), sea necesaria como un mecanismo para regular la acumulación de las grasas en el 

hígado durante esta condición, evitando así un aumento exacerbado de los lípidos que 

podría ser perjudicial para el hígado y el organismo en general. 
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7.3 Los peroxisomas y el metabolismo de las grasas en ausencia de la catalasa 

La ausencia de la catalasa no solo podría afectar el metabolismo de las grasas mediante 

AMPK, PPARg y NFR2, sino que la catalasa podría alterar la función de los peroxisomas, 

principales orgánulos en donde se encuentra, y en consecuencia afectar el metabolismo 

de las grasas (Colasante et al., 2017). Aunque los defectos en los peroxisomas no se 

detectaron al medir la abundancia de la proteína peroxisomal PMP70 por imunodetección 

o por la inmunotinción de cortes histológicos de hígado. La posibilidad de que la ausencia 

de la catalasa no afecte la biogénesis de los peroxisomas podría entenderse por estudios 

en células con mutación en Pex2. Pex2 es un gene que codifica una proteína de membrana 

y necesaria para la formación de peroxisoma. En células con ausencia de Pex2 se forman 

partículas tipo-peroxisoma que no tienen catalasa (Fujiwara et al., 2002). Lo anterior indica 

que a pesar de que la catalasa es una enzima peroxisomal podría no ser necesaria para 

la biogénesis de los peroxisomas, pero no descarta su función catabólica para el buen 

funcionamiento del peroxisoma. Por lo tanto, si la función peroxisomal se afectó por la 

ausencia de la catalasa, el efecto en la actividad metabólica de la célula puede tener 

repercusiones importantes, ya que los peroxisomas pueden ser los encargados de la 

síntesis de los ligandos naturales de PPARg (Lodhi and Semenkovich, 2014; Lodhi et al., 

2012). Además la b-oxidación de  los ácidos grasos en el peroxisoma es un requisito para 

la posterior síntesis de lípidos (Ferdinandusse et al., 2009; Wanders et al., 2010). Por lo 

tanto, algunas de las consecuencias de defectos en la actividad metabólica de los 

peroxisomas podría incluir alteraciones en producción de grasas específicas como los eter-

fosfolípidos, los ácidos biliares y precursores esenciales del colesterol (Ferdinandusse et 

al., 2009; Lodhi and Semenkovich, 2014) (Figura 55). 

Algunas evidencias experimentales sugieren que las ROS producidas dentro del 

peroxisoma por falta de la catalasa afectan el estado redox del mismo peroxisoma y 

además de la mitocondria. Sin embargo, los peroxisomas son resistentes a las ROS 

producidas en otras partes de la célula, incluyendo las que se producen dentro de la 

mitocondria (Ivashchenko et al., 2011). Esto puede explicar por qué la ausencia de la 

catalasa no causó un incremento en el daño oxidante tanto en la alimentación con la HFD 

como en el ayuno, pues a pesar de que el H2O2 sí se hubiera incrementado, quizás el daño 
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oxidante se quedó localizado entre los peroxisomas y las mitocondrias. También abre la 

posibilidad de que el estado redox del peroxisoma tenga efectos en la mitocondria, tal que 

pueda contribuir a los defectos metabólicos observados (Figura 55). 

 
Figura 55. Posible mecanismo de regulación del metabolismo en los hepatocitos. El 
H2O2 producido por la b-oxidación de los ácidos grasos puede inhibir la síntesis de los 
ligandos de los PPAR en el peroxisoma y además de alterar el balance de AMP/ADP:ATP 
causando la activación de la AMPK para regular negativamente la lipogénesis. El H2O2 
formado en el peroxisoma además puede contribuir al estado redox de la mitocondria 
afectando la regulación del metabolismo. Por otro lado, el H2O2 producido por la b-oxidación 
de los ácidos grasos de los peroxisomas también pude causar la inhibición de KEAP 
promoviendo la actividad de NRF2. 

7.4 La autofagia en ausencia de la catalasa 

La autofagia se activa por una amplia variedad de señales, incluidas las ROS (Scherz-

Shouval et al., 2007). Además, la degradación selectiva de la catalasa parece ser 

necesaria en la muerte celular inducida por la autofagia (Yu et al., 2006). Adicionalmente, 

la autofagia participa activamente en el metabolismo de las grasas (Li et al., 2018; Yang 
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et al., 2010; Zhang et al., 2009b). Por lo tanto, la ausencia de la catalasa en ratones pudo 

causar alteraciones en la autofagia. Al analizar este proceso en las distintas condiciones 

metabólicas, tanto por el nivel de expresión de sus genes como por la detección de la 

abundancia de las proteínas p62 y LC3-I/LC3-II, sólo se encontraron diferencias discretas 

que indicaron que es posible que la autofagia se haya incrementado en el hígado de los 

ratones Cat-/-. Sin embargo, para conocer en detalle la participación de la autofagia en el 

fondo genético sin catalasa, aún es necesario analizar más el fenómeno. Por ejemplo, con 

una estrategia en la cual se inhibe el flujo de la autofagia con drogas como la cloroquina o 

el spautin-1 se puede determinar la participación de la autofagia en las alteraciones 

metabólicas de los ratones Cat-/-. 

De los tres tipos de autofagia que se han descrito, en este trabajo sólo se analizó la 

macroautofagia, pero la acumulación de la proteína HSP70 durante el ayuno en los ratones 

Cat-/- sugiere que la autofagia afectada por la ausencia de la catalasa fue la mediada por 

chaperonas (CMA, por sus siglas en inglés). Este tipo de autofagia, entre otras diferencias, 

se caracteriza por ser más selectiva que la macroautofagia (Cuervo, 2011). HSP70 es 

indispensable para la CMA donde participa uniéndose a las proteínas que tienen el motivo 

tipo-KFERQ (Kaushik and Cuervo, 2012). Una vez que la proteína blanco se une a HSP70, 

el complejo se transporta al lisosoma donde se internaliza por medio de LAMP2, que al 

igual que la HSP70, es necesaria para la CMA (Kaushik and Cuervo, 2018). HSP70 se 

localiza tanto en el citoplasma como en el lumen del lisosoma; ambas provienen del mismo 

mRNA, pero sus características bioquímicas pueden ser diferentes. Por ejemplo, el punto 

isoeléctrico de la HSP70 del lumen es mayor a pH ácido que la del citoplasma (Agarraberes 

et al., 1997). Debido a que la abundancia de HSP70 se incrementó en el hígado de los 

ratones Cat-/- (Figura 40), se puede suponer que en estos animales la CMA se afectó. Por 

lo tanto, es importante determinar si hay cambios en el perfil de proteínas con el motivo 

tipo-KFERQ en el hígado de los ratones Cat-/-, así como analizar las proteínas que 

específicamente se degradan por esta vía para elucidar si el comportamiento de la HSP70 

se asocia con los cambios en la CMA.  

Es importante resaltar que HIF1a, un factor de transcripción que responde a la hipoxia y 

al estado redox de la célula (Koh and Powis, 2012), además de que se degrada por vía del 
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proteosoma, también se degrada específicamente con la CMA (Ferreira et al., 2015; Hubbi 

et al., 2013). Lo anterior sugiere que otras isoformas de los HIF, como HIF2a, también se 

puede degradar por esta vía (DePavia et al., 2016). Es importante hacer notar que HIF1a 

y HIF2a tienen la capacidad de regular el metabolismo. Por ejemplo, en células de 

hepatoblastoma (Huh7), HIF1a promueve la acumulación de las grasas al inducir la 

expresión de Lipina 1 (Mylonis et al., 2012). La esteatosis hepática inducida con el alcohol 

en ratones se previene con la falta de HIF1a en el hígado (Nath et al., 2011). De manera 

similar, la ausencia de VHL, el regulador negativo de HIF, causa esteatosis hepática en 

los ratones, efecto que se asocia al incremento en la actividad de HIF2a (Qu et al., 2011). 

Por otra parte, en el hígado HIF2a induce específicamente la degradación de los 

peroxisomas (Walter et al., 2014). Estas evidencias sugieren que el aumento de la HSP70 

en el hígado de los ratones Cat-/-, tal vez sea parte de un mecanismo para que, por medio 

de CMA, se regule la actividad de HIF1a y/o HIF2a, y en consecuencia la acumulación de 

grasas. Adicionalmente, es esperado que un aumento en la CMA requiere mayor actividad 

lisosomal. De acuerdo con esta expectativa, preliminarmente se observó que en el hígado 

y en los cultivos primarios de los hepatocitos de los ratones Cat-/- la actividad lisosomal se 

incrementó. Por lo tanto, las observaciones sugieren una participación relevante de la CMA 

en las alteraciones metabólicas que sufren los ratones carentes de la catalasa. 

7.5 Las grasas: lo bueno, lo malo; su papel en la enfermedad, la supervivencia, la 
longevidad y el envejecimiento 

Actualmente es común opinar que las grasas se consideran dañinas para la salud, sobre 

todo por el aumento de la obesidad y de enfermedades asociadas como el hígado graso, 

la diabetes tipo II y la ateroesclerosis. Además, la acumulación de grasas es un factor de 

riesgo para el desarrollo de otro tipo de enfermedades como el cáncer (Bornfeldt and 

Tabas, 2011; Lennon et al., 2016; Tang, 2016). Sin embargo, las grasas son necesarias 

para el buen funcionamiento de los organismos. Su función más reconocida es la de servir 

como una de las reservas de energía más importantes, especialmente cuando el alimento 

es escaso. Las grasas, además proveen de precursores para la síntesis de hormonas y, a 

nivel celular, son parte indispensable para formar las membranas celulares (Holthuis and 

Menon, 2014; Muro et al., 2014) 
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Las alteraciones en la lipogénesis y la actividad de la AMPK parecen ser suficientes para 

explicar por qué los ratones Cat-/- desarrollaron menos esteatosis hepática cuando se 

alimentaron con una HFD. Otros efectos negativos de la alimentación con una HFD, como 

la intolerancia a la glucosa e hiperinsulemia, tapoco se observaro en los ratones Cat-/-, lo 

cual podría estar relacionado la menor acumulación de grasa en el hígado, ya que la 

esteatosis hepática disminuida está de acuerdo con una mejora en la sensibilidad a la 

insulina y la homeostasis de la glucosa ante una HFD (Li et al., 2011; Moon et al., 2012; 

Xu et al., 2009; Yamazaki et al., 2015). Es relevante resaltar que el incremento en la 

actividad de la AMPK en el hígado de los ratones Cat-/- es una condición preexistente, por 

tanto, los ratones Cat-/- tal vez respondan mejor a la HFD, posiblemente por un fenómeno 

de hormesis, evitando así los efectos negativos de la HFD. 

La supervivencia de los ratones Cat-/- adultos se comprometió a tiempos largos de ayuno 

(48 horas) y, de manera similar, la supervivencia de los ratones neonatos Cat-/- se redujo 

en ausencia de alimento. Los mamíferos y otros organismos invertebrados como el 

nemátodo C. elegans, requieren de reservas energéticas como el glucógeno o las grasas 

para sobrevivir cuando el alimento es escaso (Adeva-Andany et al., 2016; Lang-Ouellette 

et al., 2014; Narbonne and Roy, 2009; Werthebach et al., 2019). El glucógeno, por ejemplo, 

es la reserva que se utiliza para mantener los niveles de glucosa durante el ayuno y el 

ejercicio físico extenuante en los mamíferos.  Mutaciones que afectan su formación causan 

sensibilidad al ayuno e incluso compromete la vida (Adeva-Andany et al., 2016; Lei et al., 

1996). Una vez que el glucógeno se agota, si el ayuno persiste, el organismo hace uso de 

las grasas para obtener energía, formando a partir de ellas los cuerpos cetónicos que, en 

especial, proveen de energía al cerebro. Por lo tanto, las grasas son indispensables para 

resistir ayunos prolongados (Fukao et al., 2004). 

La necesidad de las grasas como fuente de energía también se evidencia en la 

hibernación. Los mamíferos como los osos o los murciélagos acumulan una gran cantidad 

de grasas que utilizan como fuente de energía durante la hibernación, permitiéndoles 

sobrevivir por largos periodos de letargo (Clark and Krynitsky, 1983; Stenvinkel et al., 

2013). En el caso de invertebrados como el C. elegans, la ausencia de alimento y otros 

factores estresantes bloquean el desarrollo larvario e ingresan a un estado denominado 
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“dauer”, un estado similar a la hibernación para lo que se requieren reservas suficientes 

de grasas para mantenerse latentes (Narbonne and Roy, 2009; Xie and Roy, 2012). Por lo 

tanto, las grasas son una reserva de energía preponderante que los organismos utilizan 

para sobrevivir ante la ausencia de alimento. 

Los resultados de este trabajo indicaron que la disminución en la acumulación de las 

grasas en el hígado no parece del todo ventajosa para los ratones Cat-/-, pues éstos 

muestran un incremento en la susceptibilidad a morir por falta de alimento. El riesgo de 

muerte por falta de alimento correlacionó con bajos niveles de los cuerpos cetónicos y el 

desarrollo de un intestino necrótico al final del ayuno en los ratones adultos. La importancia 

de los cuerpos cetónicos para la supervivencia en el  ayuno ha quedado demostrada en 

los ratones neonatos que no cuentan con la capacidad para degradar estos metabolitos 

(Cotter et al., 2011), y que mueren con un patrón similar al que se observó en los ratones 

neonatos Cat-/-. Por razones bioéticas no se realizaron ayunos más prolongados que de 

48 horas, pero la expectativa es que la deficiencia en los cuerpos cetónicos en los ratones 

adultos Cat-/- se haga más evidente en etapas críticas del ayuno cuando la muerte del 

animal es inminente. Por lo tanto, es posible que la razón por la que los ratones Cat-/- son 

más sensibles al ayuno sea porque acumulan menos grasas en el hígado, afectando a su 

vez la producción de los cuerpos cetónicos durante el ayuno. 

Los efectos de la acumulación de las grasas en el hígado, así como la activación de la 

AMPK y la expresión de los genes metabólicos, no sólo se afectaron con el ayuno y la 

alimentación con la HFD, también en el envejecimiento la falta de la catalasa causó 

disminución en la acumulación de las grasas en el hígado, correlacionando con mayor 

activación de la AMPK y menor nivel de expresión del Pparg2. Aunque no fue posible 

determinar la causa de la muerte de los ratones Cat-/-, se propone que los defectos en la 

acumulación de las grasas están participando. La propuesta deriva de los estudios en C. 

elegans, en los que la ausencia de células germinales incrementa la acumulación de las 

grasas de manera notable y correlaciona positivamente con un aumento en la longevidad 

(Wang et al., 2008). DAF-16, un gene homólogo a FOXO de los mamíferos, se requiere 

para el incremento de la longevidad inducida por falta de células germinales (Wang et al., 

2008). En el mismo sentido, DAF-2, un promotor clásico de la longevidad, requiere de la 
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actividad de DAF-16 (Lin et al., 2001). DAF-16, al parecer, regula la homeostasis de los 

lípidos en ausencia de células germinales, por lo que su actividad es determinante para la 

longevidad (Amrit et al., 2016). Además de lo anterior, es interesante que SKN1, un gene 

homólogo funcional de Nrf2 de los mamíferos, es necesario para extender la longevidad 

en C. elegans limitando la acumulación de grasas (Steinbaugh et al., 2015). La 

bifuncionalidad de Nrf2/SKN en la respuesta antioxidante y el metabolismo de los lípidos 

sugiere que el almacenamiento de las grasas está estrechamente relacionado con el 

estado redox de la célula, pudiendo ser ésta la razón por lo que la falta de la catalasa 

afecta tanto el metabolismo de los lípidos como la longevidad. 

Adicional a lo anterior, el mecanismo por el cual la catalasa participa en la regulación de 

la acumulación de las grasas y la supervivencia se puede relacionar con las observaciones 

en C. elegans deficientes de ctl-2, el gen que codifica para la catalasa peroxisomal en este 

organismo.  Los gusanos deficientes de ctl-2, al igual que los ratones Cat-/-, tienen una 

esperanza de vida reducida y menor daño oxidante (Petriv and Rachubinski, 2004). 

Además, en el estado dauer, la ausencia de la catalasa peroxisomal o el H2O2 que deriva 

de la b-oxidación de los ácidos grasos, rescata a los C. elegans de la muerte por la falta 

de AMPK. _a ausencia de la AMPK en este organismo incrementa el catabolismo de las 

grasas en larvas en estado dauer, teniendo como consecuencia la disminución de la 

supervivencia de las larvas en esta condición (Xie and Roy, 2012). Por lo tanto, las grasas 

son determinantes para la supervivencia de C. elegans en el estado dauer y en el 

incremento de la longevidad.  

Las observaciones en C. elegans muestran que la catalasa peroxisomal participa en la 

regulación del metabolismo de las grasas, específicamente manteniendo las reservas de 

estos metabolitos. De acuerdo con lo anterior y las observaciones mostradas en este 

trabajo, en el ratón la catalasa afectaría la longevidad debido a la disminución de la 

acumulación de las grasas, por lo que la participación de las grasas en la longevidad y 

supervivencia al ayuno pueden relacionarse a un mecanismo, el cual está conservado 

entre organismos tan distantes como son el C. elegans y el ratón.  
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Debido a que la catalasa no se le conoce otro sustrato natural más que el H2O2, los efectos 

en la lipogénesis debieran ser causados por esta el H2O2, el cual ha mostrado tener la 

capacidad de actuar como un segundo mensajero (Di Marzo et al., 2018; Rhee, 2013; Sies, 

2014).  Si bien el H2O2 puede actuar en cualquier sitio de la célula, al ser la catalasa una 

enzima principalmente peroxisomal, es probable que los efectos observados se originen 

desde en el peroxisoma. De acuerdo con esta posibilidad, la ausencia de la catalasa 

peroxisomal CTL-2, y no la citosólica CTL-1, provoca una disminución de la longevidad en 

C. elegans (Petriv and Rachubinski, 2004). 

En resumen, los datos permiten proponer que la catalasa es una enzima que, mediante la 

regulación de los niveles de H2O2, participa activamente en la regulación del metabolismo 

y el hecho de que se encuentre conservada en los mamíferos como la única enzima de su 

tipo, posiblemente se debe a una ventaja evolutiva que les permite a los mamíferos lidiar 

y adaptarse a condiciones adversas comunes de la vida silvestre como es la falta de 

alimento. En contraste, la catalasa puede generar efectos negativos cuando hay 

abundancia de alimento, especialmente aquel con alto contenido energético como las 

grasas (Figura 56). 

 
Figura 56. La falta de la catalasa tiene efectos benéficos o perjudiciales dependiente 
de la condición. En la alimentación con la HFD la ausencia de la catalasa permite que los 
animales respondan mejor a los efectos negativos de la dieta como la hiperglucemia, la 
intolerancia a la glucosa y la esteatosis hepática. Sin embargo, en el ayuno o el 
envejecimiento provoca mayor susceptibilidad a morir por falta de alimento o por el 
envejecimiento. 
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7.6 Diferencias entre ratones mutantes de la catalasa: La importancia del fondo 
genético 

Previo a este trabajo, en el 2004 se publicó un estudio en el que se describe la generación de una 

línea de ratones sin catalasa (Ho et al., 2004). Los autores encontraron que el ratón Cat-/- 

se desarrolla de manera normal y el pulmón no es más susceptible a situaciones oxidantes 

como la híper-oxigenación o el tejido ocular a las reacciones pro-oxidantes inducidas con 

la luz. Los autores  no hallaron compensación con otros sistemas antioxidantes, similar a 

los hallazgos en el ratón Cat-/- generado en nuestro laboratorio y descrito en este y otros 

estudios previos (Cuevas-Benítez, 2007; Hernández-García, 2009; Pérez-Estrada, 2010). 

Sin embargo, en dos trabajos publicados recientemente se encontraron resultados 

completamente contrastantes a los descritos en el estudio descrito aquí. 

En el 2017, Heit et al. describieron que los ratones Cat-/- muestran un fenotipo pre-

diabético, que incluye incremento en la acumulación de las grasas en el musculo y el 

hígado, lo que coincidente con un incremento en la expresión de Pparg. Además, 

encontraron que los ratones desarrollan esteatosis hepática e intolerancia a la glucosa 

(Heit et al., 2017). Similar a éste estudio, en otra publicación se describe que los ratones 

Cat-/- alimentados con una dieta alta en grasa ganan peso más rápido comparado con los 

ratones silvestres (Piao et al., 2017). También se muestra que el nivel de los 

triacilglicéridos y de la insulina en el plasma de los ratones Cat-/- fué más alto en 

comparación con los ratones silvestres. El fenómeno coincidió con mayor acumulación de 

grasas en el hígado, inflamación y estrés oxidante, aunque no encontraron diferencias en 

la fosforilación de AKT, pero si cambios en la fosforilación de la GSKb (Piao et al., 2017). 

La línea de ratones utilizados por Heit et al. y Piao et al. fue la desarrollada por Ho et al. 

en el 2004, y aunque no se menciona claramente, salvo en el estudio de Piao et al., el 

fondo genético de los ratones en los tres estudios muy probablemente se trata de la cepa 

C57BL/6J (6J), que es diferente a la cepa que se utilizó en este trabajo, la C57BL/6JN 

(6N). 

La cepa de ratones JN es una sub-línea de la cepa 6J, que se separó de la segunda en 

1951 (Jackson Laboratory). Aunque en aspecto son similares, genéticamente estas cepas 
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son distintas. Una de las muchas diferencias es la falta del gene Nnt en los ratones 6J. La 

Nnt codifica para la nicotinamida nucleótido transhidrogenasa (NNT), proteína que se 

encuentra en la mitocondria y que está encargada de la producción del NADPH a partir del 

NADH. La actividad de esta enzima depende del gradiente de protones formado por la 

cadena respiratoria, es decir, el formado por la oxidación del NADH (Figura 57). 

De manera relevante para este estudio, se han descrito resultados completamente 

distintos dependiendo de si se usa la cepa 6J o la 6N. Por ejemplo, en la cepa 6J se 

encontró que la hepato-toxicidad del paracetamol en los ratones incrementa cuando está 

ausente la cinasa JNK2 (Jnk2-/-). Sin embargo, los ratones Jnk2-/- en el fondo genético 6N, 

muestran menor hepato-toxicidad por paracetamol con respecto a su contraparte silvestre. 

Los autores determinaron que la hepato-toxicidad del paracetamol es mayor en los ratones 

silvestres 6N que en los ratones silvestres 6J, incluso más que en los ratones 6J con Junk2 

mutado. Por lo tanto, mientras en los ratones 6J JNK protege de la hepato-toxicidad del 

paracetamol, en los ratones 6N la promueve (Bourdi et al., 2011). 

En 1998 se reportó que los ratones carentes del gene Ppara (Ppara-/-) desarrollan 

obesidad (Costet et al., 1998). En este estudio los autores especifican que la línea se 

generó a partir de la mutación de Ppara en una línea de células troncales embrionarias 

derivadas de la cepa 129Sv, y que los ratones quiméricos obtenidos se cruzaron con 

ratones C57BL/6J por varias generaciones. En un estudio posterior, también se reportó un 

ratón mutante para Ppara. En contraste con el anterior, los autores encontraron 

alteraciones en el metabolismo de los lípidos pero los animales no desarrollaron obesidad 

(Akiyama et al., 2001). El ratón Ppara-/- del segundo estudio también se generó a partir de 

células troncales embrionarias derivadas de la cepa 129Sv, pero en la metodología se 

especifica claramente que las quimeras se cruzaron con ratones C57BL/6N por 10 

generaciones. Akiyama et al., refieren sobre la diferencia de sus resultados con los de 

Costet et al., pero la asocian a la variabilidad entre laboratorios, aunque la diferencia es 

tan contrastante que es muy probable que se deba al fondo genético, como en el caso de 

los ratones Cat-/-. 
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Figura 57. Participación de la NNT en la formación del NADPH2 necesario para la 
actividad antioxidante. La NNT, una enzima transmembranal localizada en la membrana 
interna de la mitocondria utiliza el gradiente de protones formado por la cadena respiratoria 
para formar NADPH2. El NADPH2 dentro de sus funciones es ser la capacidad reductora para 
mantener la actividad antioxidante en la célula. 

La cepa 6J y la 6N son genéticamente similares, pero, al parecer, sus diferencias pueden 

dar lugar a respuestas fisiológicas muy contrastantes. La cepa 6J es más susceptible al 

desarrollo de la obesidad, la intolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina que la 

cepa 6N en condiciones de alimentación con HFD (Nicholson et al., 2011). El fenotipo de 

ambas cepas se reafirma con el hecho de que en respuesta a la glucosa la secreción de 

la insulina es menor en los ratones 6J (Attané et al., 2016; Fergusson et al., 2014). 

Además, el nivel de esteatosis hepática desarrollada con una alimentación con HFD es 

mayor en los ratones 6J que en los 6N (Navarro et al., 2017). La actividad pro-oxidante y 

antioxidante también es diferente entre las cepas, pues está aumentada en la cepa 6J 

tanto en el hígado y en el músculo, pero sobre todo en este último (Fisher-Wellman et al., 

2016). Asimismo, el desarrollo de arterioesclerosis experimental se exacerba en los 

ratones 6J alimentados con una HFD (Vozenilek et al., 2018) y la constricción transversal 

de la aorta (TAC, por sus siglas en inglés) tiene efectos pro-oxidantes más severos en los 
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ratones de la cepa 6N que en los de la cepa 6J (Nickel et al., 2015). En el mismo sentido, 

el cerebro de los roedores 6J se afecta menos que el de los 6N después de una isquemia 

(Wolf et al., 2016). En un estudio reciente, se describió que la capacidad de producción de 

las ROS en las mitocondrias del hígado es dos veces mayor en los ratones 6N en 

comparación con los de la cepa 6J. El  fenómeno, en parte, se puede deber a que la 

abundancia de la catalasa y la GPX en las mitocondrias de los ratones 6J es mayor que 

en las de los ratones 6N (Oldford et al., 2019). No obstante, la producción de las ROS en 

las mitocondrias aisladas del corazón es mayor en los ratones de la cepa 6J (Oldford et 

al., 2019). Por lo tanto, la capacidad antioxidante y pro-oxidante es distinta entre las cepas 

6J y 6N, lo que puede explicar por qué la carencia de la catalasa provoca distintas 

respuestas fisiológicas ante diversos retos.  

En conjunto, las evidencias anteriores sugieren que las diferencias encontradas entre el 

ratón Cat-/- descritas en este trabajo y lo mostrado en otros trabajos se debe a la cepa 

utilizada. Mientras que en la cepa 6J se evaluó tanto la ausencia de la catalasa, como de 

la NNT, en la cepa 6N sólo se determinó el efecto de la ausencia de la primera. Por 

consiguiente, se debe tener especial cuidado en el fondo genético seleccionado, 

especialmente cuando se analizan los efectos de los alelos de genes como el Cat cuya 

influencia es pleiotrópica ante diferentes condiciones ambientales. Se ha propuesto que 

para los experimentos que involucran una alteración en el metabolismo mitocondrial se 

debe preferir la cepa 6N, pues es lo más parecido a una mitocondria funcional, semejante 

a la del humano (Figueira, 2013). 

7.7 La importancia de la catalasa en la fisiología general del ratón 

La catalasa es una enzima antioxidante tetramérica que tiene un grupo hemo en cada una 

de sus subunidades. Su función se limita a la degradación de H2O2 convirtiéndolo en 

oxígeno y agua sin necesidad de algún donador de electrones, ya que utiliza una molécula 

de H2O2 como donador y otra como aceptor de electrones (Kirkman and Gaetani, 2007). 

Esto contrasta con las peroxidasas (p. ej. glutatión peroxidasas), que utilizan el poder 

reductor de un substrato (p. ej. el glutatión) para degradar el H2O2. La catalasa se 

encuentra entre las enzimas más eficientes de la naturaleza, al ser prácticamente 
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insaturable por el substrato (Vainshtein et al., 1981). A diferencia de las plantas, hongos o 

animales invertebrados como C. elegans, que cuentan con más de una catalasa (Chelikani 

et al., 2004; Mhamdi et al., 2010), en mamíferos sólo existe un gen que codifica para esta 

enzima y, aunque se ha encontrado en también en las mitocondrias, el citoplasma e incluso 

en el núcleo, principalmente se localiza en el peroxisoma (Kirkman and Gaetani, 2007). Al 

parecer la catalasa es ubícua, pero su abundancia es dependiente del tejido en donde se 

encuentra. Es más abundante en el hígado, y hay una menor abundancia en el cerebro, el 

riñón y el corazón. La expresión de Cat y su amplia distribución desde etapas muy 

tempranas del desarrollo del ratón sugieren una participación relevante en la formación de 

muchos tejidos. Como se describió en estudios previos del laboratorio y también de otro 

grupo de investigación, su ausencia no es letal en el ratón (Hernández-García, 2009; Ho 

et al., 2004).  

A pesar de que el fenotipo de ausencia de la catalasa no parece ser importante a simple 

vista, su ausencia si causó alteraciones importantes como la disminución de la vida media 

en el ratón, un incremento en la cifosis asociada con la edad, así como resistencia a la 

hiperglucemia en el envejecimiento y durante la alimentación con una HFD. Estos 

fenómenos se asociaron con alteraciones metabólicas en el hígado, pero es posible que 

otros órganos o tejidos también se vean afectados y contribuyan a los fenotipos 

observados en el presente estudio. En particular, la cifosis de los ratones Cat-/- puede 

resultar de una alteración por falta de catalasa que ocurre directamente en los huesos. La 

cifosis normalmente se presenta como consecuencia de una osteoesclerosis, osteoporosis 

ó distrofia muscular (Burkin et al., 2001; Dabovic et al., 2002; Iba et al., 2001). Es 

interesante que, en los ratones con defectos en el metabolismo de los lípidos originado por 

la carencia de Cpt1, un gene que codifica para un trasportador de ácidos grasos hacia la 

mitocondria para su degradación, desarrollan cifosis de manera acelerada cuando los 

animales se alimentan con una dieta cetogénica (Mourier et al., 2014). Por tanto, la cifosis 

que se observó en los ratones Cat-/- viejos podría ser consecuencia de las alteraciones en 

el metabolismo de los lípidos.  

PPARg es un factor determinante en la regulación del metabolismo de las grasas (Ferre, 

2004) pero además  regula la diferenciación de las células mesenquimales para formar el 
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tejido adiposo y los osteoblastos (Hu et al., 2018; Rosen and MacDougald, 2006). Lo 

anterior explica por qué, en los ratones los activadores de PPARg incrementan el tejido 

adiposo y disminuyen la formación de osteoclastos originando la pérdida del tejido óseo 

(Zou et al., 2016). Los pacientes que se medican con tiazolidinedionas, activadores de 

PPARg utilizados para el tratamiento de la diabetes tipo II, llegan a presentar baja densidad 

en los huesos (Kaku and Hashiramoto, 2011), confirmando la participación de PPARg en 

la formación de este tejido. Si bien lo que se observó en el hígado de los ratones Cat-/- fue 

un menor nivel de expresión de Pparg2, es posible que su regulación sea tejido-específica. 

Al respecto, mientras en el hígado la actividad de PPARg promueve resistencia a la insulina 

y esteatosis hepática (Zhang et al., 2004), en el tejido adiposo induce sensibilidad a la 

insulina, pero su ausencia total (isoforma 1 y 2) específicamente en este tejido causa 

esteatosis hepática (Jones et al., 2005; Wang et al., 2013a). Por lo tanto, se puede pensar 

que la ausencia de la catalasa tal vez incrementa la actividad de PPARg en el tejido adiposo 

causando cifosis pero, al mismo tiempo, promueve mayor sensibilidad a la insulina, aunque 

esto debió derivar en mayor acumulación de tejido adiposo, fenómeno no se ha observado 

en los ratones Cat-/-. Por otra parte, la catalasa se encuentra abundantemente en el tejido 

adiposo (Okuno et al., 2008), y su actividad puede ser relevante en la regulación de la 

oxidación de los ácidos grasos en este tejido (Crane and Masters, 1984). Además, se ha 

descrito que la expresión de la catalasa podría estar regulada positivamente por PPARg 

(Okuno et al., 2008) (Figura 58). Estas evidencias sugieren que se debe analizar posibles 

afectaciones en el tejido adiposo de los ratones Cat-/-, lo que tal vez permita entender más 

sobre el fenotipo que se observó. 

Si bien la actividad de la catalasa en el hígado y el tejido adiposo es abundante en 

comparación con otros órganos y tejidos, no se debe descartar el papel de otros órganos 

con menor actividad de la catalasa en la regulación metabólica estudiada. Por ejemplo, a-

Khoto prácticamente sólo se expresa en el riñón, y su ausencia reduce la longevidad y 

promueve el envejecimiento. El riñón produce cantidades significativas de catalasa y 

sintetiza cantidades importantes de cuerpos cetónicos. PPARg regula la expresión de a-

Klotho en este órgano, por tanto, es posible que la falta de catalasa disminuya la expresión 

de PPARg en el riñón y, en consecuencia, reduzca los niveles de a-Klotho y se acorte la 
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esperanza de vida (Figura 55). También es necesario considerar otras funciones del 

hígado que podrían estar afectadas por la falta de la catalasa y contribuir al fenotipo 

observado en los ratones Cat-/-. Por ejemplo, la función de los peroxisomas en la síntesis 

de ácidos biliares sugiere que una disminución en la producción de estos compuestos 

puede repercutir negativamente en la absorción de las grasas en el intestino y ser una de 

las causa de los efectos de la falta de la catalasa cuando se alimentan con la HFD. 

En resumen, aún queda mucho por explorar para entender cómo la catalasa regula el 

metabolismo y la fisiología general del organismo, así como identificar claramente cuáles 

son los órganos y los tejidos que activamente participan en esta regulación. Estrategias 

que involucren mutaciones tejido-específicas en el gene Cat podrían ayudar a comprender 

en detalle la función de esta enzima en los mamíferos. 

 
Figura 58. La catalasa regula el metabolismo en múltiples órganos y tejidos, pero con 
efectos distintos. En las células mesenquimales y en los adipocitos el H2O2 proveniente del 
peroxisoma podría inducir la actividad de PPARg induciendo la diferenciación hacia adipocitos 
afectando la formación de osteoblastos. Sin embargo, en el hígado el H2O2 inhibe la actividad 
de PPARg, y el mismo mecanismo puede ocurrir en el riñón evitando la expresión de a-Klotho 
en éste órgano.  



Instituto de Biotecnología, UNAM   Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
124 

 

8 CONCLUSIONES 

• La ausencia de la catalasa provoca disminución de la longevidad de ratones 

C57BL/6JN sin un franco envejecimiento prematuro. 

• La catalasa regula, muy probablemente a través de modular los niveles de H2O2 y la 

AMPK, el metabolismo de los lípidos. 

• Los efectos de la catalasa sobre la acumulación de grasas en el hígado posiblemente 

es el mecanismo que determina la supervivencia de los ratones en el ayuno. 

• El mantenimiento de las reservas energéticas en forma de lípidos podría ser un factor 

determinante de la longevidad del ratón, un mecanismo conservado en varias especies. 

• El efecto de la ausencia de la catalasa en el ratón posiblemente depende del fondo 

genético. 
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9 PERSPECTIVAS 

Hasta el momento sólo se ha analizado el hígado, por lo tanto, aún es necesario explorar 

otros órganos o tejidos, en especial el tejido adiposo, en donde se ha reportado que el 

nivel de la actividad de la catalasa podría ser comparable al del hígado. Esto sumado a las 

alteraciones en el metabolismo de los lípidos, apuntan como obligado el análisis del tejido 

adiposo. En el mismo sentido, la mutación específica de la catalasa en el hígado ayudaría 

a elucidar si éste es el órgano determinante de los cambios encontrados hasta el momento. 

Los resultados claramente indican que la lipogénesis está afectada por la ausencia de la 

catalasa, y un regulador posible es la AMPK, sin embargo, es necesario analizar otros 

mecanismos con mayor detalle, como el de la autofagia o la vía de NRF2. Uno de los 

mayores retos de este proyecto fueron los aspectos técnicos que representa el uso de 

organismos completos como lo es el ratón, sobre todo por los tiempos que se requieren y 

la variabilidad intrínseca del animal completo. Una opción es utilizar cultivos primarios de 

hepatocitos o líneas celulares. El cultivo primario de hepatocitos puede ser útil para 

analizar en detalle el papel de la ausencia de la catalasa en la autofagia y la acumulación 

de los lípidos. Debido a que este tipo de experimentos aún requiere de los ratones como 

fuente celular, las líneas celulares de origen hepático como las HepG2 y la AML12 que 

son de humano y ratón, respectivamente, también serían de gran utilidad. 

Otras condiciones metabólicas también podrían ayudar a entender la función de la catalasa 

en el metabolismo y el envejecimiento. Una de ellas que puede arrojar información 

interesante es el ejercicio físico. Aunque algunos cambios metabólicos son similares a los 

que suceden en el ayuno, hay otras exigencias metabólicas como, por ejemplo, un 

metabolismo en el músculo y el corazón más acelerado. Debido a que no se ha logrado 

identificar la causa de la muerte de los ratones viejos que carecen de la catalasa y que 

además parece suceder repentinamente, una posibilidad es un infarto cardiaco, por lo que 

esta condición podría ayudar a revelar si ésta es una causa posible. 
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10 ANEXOS 

Anexo I Determinación del genotipo de los ratones mutantes de la catalasa 

Método para genotipificación por la descomposición del H2O2 

Se recolecta una muestra de sangre de la cola de los ratones (5 µl). La muestra se agrega 

a un tubo que contiene 50 µl de peróxido de hidrógeno al 30%. La muestra de sangre que 

no causa la formación de burbujas de oxígeno por la descomposición del H2O2 indica que 

se trata de un ratón homocigoto para la mutación de la catalasa (Cat-/-). Este método sólo 

se utilizó para identificar los ratones homocigotos para la mutación, pues es poco confiable 

para los ratones heterocigotos (Ca+/-). 

Método para genotipificación por PCR 

El segundo método utilizado fue la reacción en cadena de la DNA polimerasa (PCR). Para 

la reacción se extrajo el DNA de aproximadamente 3 mm de la punta de la cola de los 

roedores. El tejido se colocó en un tubo Eppendorf de 500 µL y se agregaron 100 µl de 

una solución de lisis (Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 100 mM, SDS 1%, pH 8) para 

luego incubarse por 20 minutos a 95 ºC. Pasado el tiempo las muestras se enfriaron a 

temperatura ambiente y se les agregó 5 µl de proteinasa K (20 mg/ml). La solución se 

mezcló por inmersión y se incubó a 55º C por 5 horas. Después del tiempo de incubación 

se homogenizó vigorosamente en Vortex durante aproximadamente 5 segundos, y 

entonces se inactivó la proteinasa K incubando las muestras a 95 ºC por 5 minutos. Las 

muestras se centrifugaron a 13, 000 g por 20 min a 4 ºC y se recuperó el sobrenadante 

del cual se usó directamente para la reacción de PCR. 

Reacción de PCR 

Los oligonucleótidos utilizados para la genotipificación se muestran en la Taba 1. Para 

cada reacción de la PCR se preparó una mezcla de reacción en un tubo de PCR como 

sigue: 

Mezcla de reacción 
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- Oligonucleótido 5’ (0.1 µg/µL)  0.3 µl 

- Oligonucleótido 3’ (0.1 µg/µL)  0.3 µl 

- dNTP’s 10mM    0.3 µl   

- Buffer Taq 10x    1.5 µl   

- Fast Taq DNA polimerasa (Roche) 0.01 µl  

- Muestra de DNA    1.5 µl 

- Agua      11.09 µl 

La reacción se realizó en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, USA), de 

acuerdo con las temperaturas y tiempos que se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 1 Secuencia de los oligonucleótidos para la genotipificación del alelo 
mutante y silvestre Cat. 

Alelo Secuencia 5´- 3´ Secuencia 3´- 5´ 
Mutante TGTCATTCTATTCTGGGGGG GGACGACACTTATGAAGCAATC 
Silvestre TTGTTACCGCTTTCCTAAACTCC TGACTTCCTTGGTCAGATCAAATG 

 

Tabla 2 Condiciones de PCR para la genotipificación de ratones silvestres y 
mutantes Cat. 

Paso Alelo 
mutado 

Alelo 
silvestre Tiempo 

1 94 ºC 94 ºC 3 minuto (desnaturalización inicial) 

2 94 ºC 94 ºC 30 segundos 

3 56 ºC 54 ºC 30 segundos 

4 72 ºC 72 ºC 
30 segundos  

(se repite del paso 2-4 35 ciclos) 

5 72 ºC 72 ºC 7 min (elongación final) 

 

Anexo II Composición de las dietas utilizadas 

La composición de los nutrientes de las dietas utilizadas se muestras en las Tablas 3-5 
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Tabla 3 Macronutrientes de las dietas 

Nutriente Ingrediente 
Control, 

(D12450D, 
Diets 

Research) 

HFD (D12492, 
Diets Research) 

Alimento 
Estándar 
(2018s, 
Envigo) 

Proteína Caseína (%) 18.96 25.84 18.6 
Proteína Cisteína (%) 0.28 0.39 --- 

Carbohidratos Lodex 10 (%) 3.32 16.15 --- 
Carbohidratos Sacarosa (%) 33.55 9.41 --- 
Carbohidrato Almidón de maíz (%) 29.85 --- 44.2 

Fibra Celulosa (Solka Floc, 
FCC200) (%) 4.74 6.46 3.5 

Grasa manteca (%) 1.90 31.66 --- 
Grasa Aceite de soya (%) 2.37 3.23 6.2 
Mineral S10026B (%) 4.74 6.46 3.5 

 

Tabla 4 Contenido calórico por macronutriente 

Nutriente Control, (D12450D, Diets 
Research) 

HFD (D12492, 
Diets Research) 

Alimento 
Estándar 
(2018s, 
Envigo) 

Proteína (%): 20 20 24 

Grasa (%): 10 60 18 

Carbohidratos (%): 70 20 58 

    

Densidad energética 

(kcal/g) 
3.82 5.21 3.1 
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Tabla 5 Perfil de los ácidos grasos y del colesterol de las dietas 

Ácido graso 
Control, 

(D12450D, 
Diets 

Research) 

HFD (D12492, Diets 
Research) 

Alimento 
Estándar 
(2018s, 
Envigo) 

Palmítico C16:0 (g/kg) 6.5 49.9 7 

Palmítico C16:1 (g/kg) 0.3 3.4 --- 

Esteárico C18:0 (g/kg) 3.1 26.9 2 

Oleico C18:1w9 (g/kg) 12.6 86.6 12 

Oleico C18:2w6 (g/kg) 18.3 73.1 31 

Oleico C18:3w3 (g/kg) 2.2 5.2 3 

Araquidonico C20:4n6 (g/kg) 0.1 0.7 --- 
    

Saturados totales (g/kg) 9.6 76.8 9 

Mono insaturados totales (g/kg) 12.6 86.6 13 

Poliinsaturados totales (g/kg) 20.6 79 34 

    Colesterol (mg/kg) 18 300.8 -- 
 
 

Anexo III Determinación de los triacilglicéridos y del colesterol en el suero 

1. En una placa de 96 pozos se colocan 2 µl de suero de cada muestra por duplicado 

por pozo.  

2. Con base a la concentración del patrón (200 mg/dl para el colesterol o de 

triacilglicéridos) se prepara una curva estándar que va desde 200 y hasta 1000 

mg/dl de colesterol o de triacilglicéridos, colocando en cada pozo 1, 2, 4, 6 y 5 µl 

del estándar por duplicado. 

3. Se agregan 200 ml de reactivo para los triacilglicéridos o el colesterol (Biosystems, 

Costa Brava, Barcelona, España) por pozo con ayuda de una pipeta multicanal. Se 

incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos.  
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4. Se lee la absorbancia a 480 nm con un lector de placas. 

5. La concentración de los triacilglicéridos o el colesterol se obtiene interpolando el 

promedio de la absorbancia del duplicado de cada muestra en la curva estándar. 

Anexo IV Determinación del colesterol, los triglicéridos y los dienos 
conjugados en el hígado 

Extracción de los lípidos 

1. Se pesan 50 mg de tejido en la balanza analítica. 

2. El tejido se homogeiniza en 1 ml de PBS con ayuda de un homogeneizador con 

pistilo. 

3. El homogeneizado se mezcla con 4 ml de reactivo de folch (metanol-cloroformo 1:2) 

y se da Votex por 15 segundo a máxima velocidad. 

4. La mezcla se centrifuga a 3,500 rpm por 10 minutos. 

5. De la fase orgánica (la inferior) se tomó 2 ml, 1.6 ml se transfieren a un vial de vidrio 

de 5 ml (para el colesterol y los triglicéridos) y los 400 µL estantes se transfieren a 

un vial de vidrio de 1 ml (para los dienos conjugados). 

6. Ambos viales se incuban en baño María a 37 ºC por toda la noche hasta sequedad. 

Determinación de los triacilglicéridos y el colesterol:  

1. Una vez evaporado todo el solvente los lípidos del vial de 5 ml se resuspenden en 

500 µl de desoxicolato de sodio al 1%. 

2. En una placa de 96 pozos se coloca en cada pozo 10 µl de la suspensión por 

duplicado para cada muestra.  

3. Con base en la concentración del patrón (2 µg/µl misma concentración para el 

colesterol o los triacilglicéridos) se realiza una curva estándar desde 2 hasta 10 µg 

de colesterol o de los triacilglicéridos, colocando en cada pozo 1, 2, 3, 4 y 5 µl del 

estándar por duplicado. 
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4. Se agregan 200 µl de reactivo para los triacilglicéridos o para el colesterol 

(Biosystems, Costa Brava, Barcelona, España) por pozo y se incuba a temperatura 

ambiente durante 10 minutos.  

5. Se lee la absorbancia a 480 nm con un lector de placa. 

Consideraciones para los cálculos: 

• Se encuentran 50 mg de tejido en 2 ml de fase orgánica (1.6 ml + 0.4 ml), por lo que 

sólo hay 40 mg en 1.6 ml. 

• La concentración de los triglicéridos o el colesterol se obtiene interpolando el valor 

de absorbancia del promedio de los duplicados de cada muestra en la curva 

estándar y se expresa en expresa en µg/g de tejido. 

Determinación de los dienos conjugados 

1. Del vial de 1 ml se le agrega 1 ml de ciclohexano y se mezcla utilizando un Vortex. 

Se mide la absorbancia a 233 nm. 

Consideraciones para los cálculos: 

• Se encuentran 10 mg de tejido en los 400 µl de la fase orgánica. 

• Las OD se expresan como OD/10 mg de tejido 

Anexo V Determinación del glucógeno 

1. Pesar de 25-50 mg de tejido en un tubo de capacidad de 2 ml. 

2. Agregar 500 µl de KOH 30% e incubar por 30 min a 95 ºC. 

3. Esperar a que se enfríen los tubos y agregar 100 µl de solución de Na2SO4 al 20%  

4. Agregar 1 ml de etanol absoluto y mezclar con Vortex. Incubar los tubos por 6 horas 

a -20 ºC. 

5. Centrifugar a 3,000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se desecha el 

sobrenadante por decantación. 

6. Resuspender el precipitado en 1 ml de etanol al 70% e incubar 30 min a -20 ºC. 
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7. Centrifugar a 3,000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se desecha el 

sobrenadante por decantación. Repetir el paso 5 al 6 dos veces más. 

8. Secar el precipitado a 37 ºC por el tiempo necesario. 

9. Una vez seco el precipitado (polvo) se puede almacenar a 4 ºC. 

10. Al polvo (glucógeno) se le agregan 500 µl de una solución de acetatos 0.2 M pH 

4.8 que contiene 5 U de enzima amiloglucosidasa (Cat. A1602, Sigma) y se incuban 

a 55 ºC por un periodo de 8 hrs aproximadamente. 

IMPORTANTE: Se deben hacer pruebas de actividad de la enzima para determinar el 

tiempo mínimo necesario para que la enzima degrade todo el glucógeno. Para esto se 

toman muestras de la solución de glucógeno-enzima a diferentes tiempos y mide glucosa 

hasta que el valor no varíe. 

11. Se determina glucosa de la solución utilizando el método espectrofotométrico de 

glucosa oxidada y se expresa el contenido de glucógeno en equivalentes de 

glucosa por mg de tejido. 

Anexo VI Determinación de la actividad de la catalasa 

Determinación de la actividad de la catalasa utilizando geles de actividad 

Soluciones 

Solución de lisis (10 mL) 

- HEPES 400 mM pH 8  5 ml 

- DTT 100 mM   100 µl 

- Desferoxamina 10 mM  100 µl 

- Inhibidor de proteasas  1 pastilla 

- Aforar a 10 ml con agua  

Solución de carga (10 ml) 
- Azul de bromofenol  40 mg 

- Tris 500 mM, pH 6.8  2.5 ml 

- Glicerol    3 ml 
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- Agua Bidestilada   2 ml 

* NOTA: Es preferible hacer alícuotas de 1 ml y almacenarlas a 4 ºC 

Solución de corrida (1 l) 
- Tris base 250 mM 30.3 g 

- Glicina 192 mM 144 g 

Procedimiento 

Extracto de proteína de tejido (hígado) 
1. Pesar 50 mg de tejido en un tubo eppendorf de 1.5 ml y agregar 300 µl de solución 

de lisis. 

2. Hacer un homogeneizado del tejido con ayuda de un homogeneizador con pistilo. 

3. Agregar 300 µl más de la solución de lisis al homogeneizado. 

4. Incubar el homogeneizado en agitación por 30 min a 4 ºC. 

5. Centrifugar a 12,000 g por 20 minutos en refrigeración. 

6. Recuperar el sobrenadante. 

7. Cuantificar el extracto de las proteínas por el método de Bradford.  

Extracto de proteínas de células 
1. Lavar tres veces de las células previamente con PBS. Se recomienda un cultivo 

confluente o semiconfluente. 

2. Succionar la mayor cantidad posible de PBS del plato de cultivo. 

3. Agregar 200 µl de buffer de lisis al plato de cultivo y con ayuda de un “Cell Scraper” 

despegar la mayor cantidad de células posibles. Recuperar la suspensión celular 

en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. 

4. Agregar 100 µl más de buffer de lisis al plato de cultivo para recuperar la mayor 

cantidad de células. Recuperar la suspensión celular restante. 

5. Sonicar las células durante 60 segundos, con pulsos de intervalos de 10 segundos. 

6. Centrifugar a 12,000 g por 20 minutos a 4ºC. 

7. Recuperar el sobrenadante en otro tubo y determinar la cantidad de proteína por el 

método de Bradford. 
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NOTA: Todas las soluciones deben estar frías y la preparación se realiza en hielo de 

agua. Los volúmenes de solución de lisis varían dependiendo del tipo de tejido y para el 

caso de células en cultivo por número de células. 

Preparación del gel de actividad de la catalasa en condiciones no desnaturalizantes 
1. Mezclar en un tubo falcon de 50 ml las siguientes soluciones para el gel: 

- Tris 1.5 M pH 8.8   3.75 ml 

- Persulfato de sodio (APS) 10% 50 µl 

- TEMED     10 µl 

- Acrilamida/bisacrilamida 30% 4.0 ml 

- Agua     7.25 ml 

2. Montar los cristales para preparar un gel de acrilamida de 1.0 mm de grosor (mini, 

Bio-rad). 

3. Agregar la solución del gel hasta llenar un 75% de la capacidad del cristal. 

4. Agregar con mucho cuidado 500 µl de isobutanol sobre la solución del gel. Esto 

ayuda a que se forme el gel completamente horizontal y sin imperfecciones. 

5. Esperar 30 minutos a que polimerice. 

6. Mezclar en un tubo falcon las siguientes soluciones para el gel concentrador: 

- Tris 0.5 M pH 6.8   3.75 ml 

- Persulfato de amonio (APS) 10% 25 µl 

- TEMED     5 µl 

- Acrilamida/bisacrilamida 30% 0.65 ml 

- Agua     3.1 ml 

7. Agregar la solución del punto 6 al gel que se preparó del punto 1-5 (Gel separador), 

colocar un peine de 1 mm de grosor y con número de pozos deseado. 

8. Esperar a que polimerice el gel superior (concentrador). 

9. Montar los geles en la cámara de electroforesis (Biorad) y agregar la solución de 

corrida.  

10. En un tubo Eppendorf mezclar de 20-40 µg de extracto de proteína con 5 µL de 

solución de carga, aforar a 15 µl con solución de lisis. 
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11. Cargar la muestra (extracto de proteína con buffer de carga) en los pozos del gel 

montado en la cámara de electroforesis. Usar como control positivo 10 U de 

catalasa bovina. 

12. Iniciar corrida a 45 mA (+/- 5 mA) durante 180 minutos en cuarto frio a 4°C (Cuidar 

que no aumente la temperatura de la solución de corrida y que se mantenga el 

amperaje) 

13. Terminada la corrida retirar el gel y hacer un lavado con agua destilada por 5 min.  

14. Preparar una solución de H2O2 al 0.01 % mezclando 10 µl de H2O2 en solución 

(30% w/w) con 50 ml de agua destilada. Incubar el gel con la solución de H2O2 

durante 15 minutos en agitación moderada. 

15. Enjuagar con agua durante 10 segundos. 

16. Agregar simultáneamente las soluciones de Cl3Fe al 1% y K3Fe(CN)6 al 1% al gel, 

ambas preparadas al momento, y agitar inmediatamente, manteniendo la agitación 

durante 60 segundos. El gel se tornará de color azul pero las zonas con actividad 

de la catalasa se mantendrán transparentes. 

17. Hacer 5 lavados de 5 minutos con agua destilada. 

18. Tomar la foto del gel en un transiluminador con luz blanca. 

19. Realizar densitometría de las zonas transparentes del gel para determinar la 

actividad de la catalasa. 

Determinación de la actividad de la catalasa por cinética enzimática 

Soluciones 

- Solución de fosfatos (PB) 50 mM, pH 7.8 

- Solución de reacción H2O2 30 mM 

1. Realizar un extracto de proteína siguiendo el mismo procedimiento que para gel de 

actividad de la catalasa con la variante de que la solución de lisis es una solución 

de fosfatos 50 mM, pH 7.8 con inhibidores de proteína. 

2. En un tubo falcon de 15 ml se agregan 3 ml de la solución de fosfatos (PB) y 50 µg 

de extracto total de proteína (procurando que la concentración de proteína que se 

agregue sea mayor a 2 µg/µl para no alterar el volumen total que se utilizará) 
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3. Ajustar en el espectrofotómetro en opción de cinética enzimática la longitud de onda 

de 240 nm y tiempo de reacción de 120 segundos, con lecturas cada 30 segundos. 

4. En una celda de cuarzo se agrega 1ml de la solución de proteína en PB (preparado 

en el paso 1) y se añaden 500 µl de PB pipeteando tres veces para homogenizar 

la solución.  Ajustar el espectrofotómetro a “blanco”. 

5. Se retira la celda del espectrofotómetro y se lava 3 veces con PB. 

6. Se coloca la celda en el espectrofotómetro y se agrega 1 ml de la solución de 

proteína preparada en el paso 1 y se añaden 500 µl de la solución de reacción H2O2 

y se mezcla con 3 pipeteos. (Al ser una reacción muy rápida la mezcla se debe 

hacer lo más rápido posible, pero sin generar burbujas). 

7. Inmediatamente iniciar el programa de cinética del espectro. 

8. Como control positivo se usan 1-10 U de catalasa bovina. 

NOTA: El comportamiento de la cinética enzimática de la catalasa es de decaimiento 

exponencial. 

Análisis de datos 

Se grafican las absorbancias obtenidas y se ajustan a una curva exponencial y se obtiene 

la ecuación del comportamiento. Para esto se recomienda Microsoft Excel. 

La ecuación de la gráfica será: 

Abs240 = Abs0 e-d 

Donde: 

Abs240 = Absorbancia al tiempo t 

Abs0 = Absorbancia Inicial 

e = número irracional e 

d = constante de decaimiento 

La actividad (K) de la catalasa será igual a: 

Ktotal= d (Volumen total de reacción (ml)/ Volumen de la muestra (ml)) 
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Para este procedimiento el volumen total de reacción es de 1.5 ml (1 ml del paso 1 más la 

solución de peróxido de hidrógeno). El volumen de la muestra será la mitad del volumen 

agregado en la solución del paso 1. 

Anexo VII Tinción de rojo oleoso 

Soluciones 

Stock rojo oleoso 

Rojo Oleoso   0.5 g 

Isopropanol   100 ml 

Solución de trabajo rojo oleoso (Para 2ml) 

Stock rojo oleoso  1.2 ml 

Agua destilada  8 ml 

Solución saturada de LiCl 

Diluir LiCl en agua agregando hasta que ya no se disuelva más. 

PBS/Glicerol 

Relación 1:1 

Procedimiento 

1. Se hacen cortes en el criostato de 10 micras. 

2. Cubrir los cortes con la solución de trabajo del rojo oleoso y se incuba durante 10 

min. 

3. Lavar con agua destilada (solo sumergiéndolo). 

4. Teñir con hematoxilina durante 2 min. 

5. Se lava con agua de la llave (sumergiéndolas). 

6. Teñir con LiCl (sumergirlas y sacarlas). 

7. Se lava con agua de la llave (sumergiéndolas). 

8. Montar en PBS/Glicerol. 
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Anexo VIII Tinción de b-galactosidasa 

Soluciones 

- Beta-Galactosidase Tissue Fixative Solution Merk-Millipore Catalogo BG-5-C 

- Beta-Galactosidase Rinse solution A  Merk-Millipore Catalogo BG-6-B 

- Beta-Galactosidase Rinse Solution B  Merk-Millipore Catalogo BG-7-B 

- Beta-Galactosidase Stain Base Solution Merk-Millipore Catalogo BG-2-C 

Procedimiento 

1. Los cortes de tejido montados en portaobjetos se fijan en Beta-Galactosidase 

Tissue Fixative Solution (Merk-Millipore) por 45 min en frio (4ºC). 

2. Se hace un lavado con la solución A de 5 minutos y posteriormente otro de 30 

minutos. 

3. Se hacen dos lavados con la solución B de 5 minutos. 

4. Se retira la solución B y se agrega la Beta-Galactosidase Stain Base Solution.  

5. Se incuban las laminillas a 37ºC en la obscuridad. La tinción se hace visible 

después de 1 h. Se recomienda observa constantemente el desarrollo de color y 

establecer el tiempo de tinción, pues varía dependiendo del tipo de muestra y 

condición.  

6. Se hacen tres lavados con PBS 1X de 5 minutos 

7. Para la contra-tinción con eosina las laminillas se sumergen en etanol al 50% por 3 

minutos, posteriormente en etanol al 70% por 3 minutos seguido de la tinción en 

eosina por un minuto, y un lavado con etanol al 96% por 5 minutos y al final un 

lavado en etanol absoluto por 3 minutos. 

8. Las laminillas se montan con estellan y se observan al microscopio.  

Anexo IX Detección de proteínas por medio de inmunodetección 

Soluciones: 

Solución de RIPA 2x (10 ml) 

- NaCl 1 M    3 ml 

- Triton X-100                            200 µl 
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- Desoxicolato de sodio 1 %  100 mg 

- SDS 10%    200 µl  

- Tris 1 M, pH 8   1 ml 

- Agua     5.6 ml 

Solución de RIPA 2x con 1% de SDS (10 ml) 

- NaCl 1 M    3 ml 

- Triton X-100   200 µl  

- Desoxicolato de sodio 1 %  100 mg 

- SDS 10%    2 ml 

- Tris 1 M, pH 8   1 ml 

- Agua     3.7 ml 

Solución de lisis RIPA (10 ml) 

- 5 mL RIPA 2X 

- 1 pastilla de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) 

- 1 pastilla de inhibidores de fosfatasas (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) 

- Aforar con agua a 10 ml 

Nota: La solución de lisis se prepara al momento. 

Laemmili Buffer 4X (10 ml) 

- SDS 10%   4 ml 

- 2-Mercaptoetanol  1 ml 

- Azul de bromofenol 40 mg 

- Tris 500 mM, pH 6.8 2.5 ml 

- Agua Bidestilada  2 ml 

* NOTA: Es preferible hacer alícuotas de 1 ml y almacenarlas a 4 ºC 

Solución de Corrida 10x (1 l) 

- Tris base 250 mM 30.3 g 

- Glicina 192 mM 144 g 

- SDS  1%  10 g 
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- Aforar a un litro con agua bidestilada. 

Solución de Transferencia (1 l), Ref. Manual cámara de transferencia semiseca, Hoffer. 

- Tris Base 25 mM 3.0 g 

- Glicina 192 mM 14.4 g 

- SDS  0.1%  1.0 g 

- Metanol 20%  200 ml 

Solución de Transferencia (500 ml) 

-  Tris Base 48 mM 2.9 g 

- Glicina 39 mM 1.46 g 

- Metanol 20 %  100 ml 

- SDS  0.04%  0.2 g 

Solución TBS 10x (1 l) 

- Tris Base 24.23 g 

- NaCl  80.06 g 

- Aforar a un litro con agua bidestilada, ajustar el pH a 7.6 

TBST (1 l) 

- TBS 10x  100 ml 

- Tween20  1 ml 

- Aforar a 1 litro con agua bidestilada  

 

Rojo de Ponceau (40 ml) 

- Rojo de Ponceau  40 mg 

- Ácido acético glacial 2 ml 

- Aforar a 40 ml con agua bidestilada. 

Solución de “Stripping” ácida (Ref. Manual Millipore) 

- 25 mM glicina-HCl, pH2 

- 1% SDS 
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Solución de “Stripping” básica 

-  NaOH 0.2 N 

Solución de anticuerpo primario (5 ml) 

- Anticuerpo primario (En base a la hoja técnica, normalmente se inicia con una dilución 

1:1000) 

- BSA 50 mg 

 * Nota: El anticuerpo se puede rehusar mientras no se observen precipitados o deje de 

funcionar, para preservarlo mejor es recomendable agregar azida de sodio. 

Solución de anticuerpo secundario (10 ml) 

- TBST  10 ml 

- SDS 10%   10 µL 

- El anticuerpo secundario anti-conejo 680 nm se usa 1:10,000 y el anti-conejo 780 1:5,000 

* Nota: Para anticuerpos secundarios acoplados a fluoróforos infrarrojos es recomendable 

utilizar el SDS para disminuir la señal de ruido. 

Para dos geles 1.5 mm (Bio-rad) 

Tabla 6 Gel separador 1.5 mm 

Solución 
Gel separador Gel  

concentrador 8% 10% 12% 15% 

Tris 1.5M pH 8.8 (ml) 3.75 3.75 3.75 3.75 -- 

Tris 0.5M pH 6.8 (ml) --- --- --- --- 1.25 

APS 10% (µl) 50 50 50 50 25 

SDS 10% (µl) 150 150 150 150 50 

TEMED (µl) 10 10 10 10 5 

Acrilamida 30% (ml) 4 5 6 7.5 0.65 

H2O (ml) 7.1 6.1 5.1 3.6 3.05 

Para dos geles de1 mm (Bio-rad) 
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Tabla 7 Gel separador 1 mm 

Solución 
Gel separador Gel 

concentrador 8% 10% 12% 15% 
Tris 1.5M pH 8.8 (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 -- 

Tris 0.5M pH 6.8 (ml) --- --- --- --- 1.25 

APS 10% (µl) 33.3 33.3 33.3 33.3 25 

SDS 10% (µl) 100.0 100.0 100.0 100.0 50 

TEMED (µl) 6.7 6.7 6.7 6.7 5 

Acrilamida 30% (ml) 2.7 3.3 4.0 5.0 0.65 

H2O (mL) 4.7 4.1 3.4 2.4 3.05 

Procedimiento 

Extracto de proteína de tejido (hígado) 
9. Pesar 50 mg de tejido en un tubo eppendorf de 1.5 ml y agregar 300 µl de RIPA. 

10. Homogenizar el tejido con ayuda de un homogenizador con pistilo. 

11. Agregar 300 µl más de RIPA al homogenado. 

12. Incubar el homogenado en agitación por 30 min a 4 ºC. 

13. Sonicar la muestra durante 180 segundos, con pulsos de 30 segundos y 10 

segundos de reposo. 

14. Centrifugar a 12, 000 g por 20 minutos en refrigeración. 

15. Recuperar el sobrenadante. 

16. Cuantificar el extracto de proteína por el método de Bradford.  

Extracto de proteína de células 
1. Lavar tres veces con PBS las células previamente cultivadas a confluencia o 

semiconfluencia. 

2. Succionar la mayor cantidad posible de PBS del plato de cultivo. 

3. Agregar 50 µl de RIPA al plato de cultivo y con ayuda de un “Cell Scraper” despegar 

la mayor cantidad de células posibles. Recuperar la suspensión celular en un tubo 

eppendorf de 1.5 ml. 

4. Agregar 50 µl más de RIPA al plato de cultivo para recuperar la mayor cantidad de 

células. Recuperar la suspensión celular restante. 
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5. Sonicar las células durante 60 segundos, con pulsos de intervalos de 10 segundos. 

6. Centrifugar las células a 12, 000 g por 20 minutos a 4ºC. 

7. Recuperar el sobrenadante en otro tubo y determinar la cantidad de proteína por el 

método de Bradford. 

NOTA: Todas las soluciones deben estar frías y la preparación se realiza en hielo de 
agua. 

Procedimiento 
1. Para preparar el gel separador SDS-PAGE realizar una mezcla de soluciones en 

un tubo tipo falcon de 50 ml de acuerdo con la Tabla 6 o Tabla 7, según el 

porcentaje, cantidad y grosor de los geles deseados. 

2. Montar los cristales para preparar un gel de acrilamida seleccionando los cristales 

según el grosor deseado (mini, Bio-rad). 

3. Agregar la solución del gel hasta llenar un 75% de la capacidad del cristal. 

4. Agregar con mucho cuidado 500 µl de isobutanol sobre la solución del gel para que 

el gel se forme completamente horizontal. 

5. Esperar 30 minutos a que polimerice. 

6. Para preparar el gel concentrador haciendo una mezcla de soluciones en un tubo 

tipo falcon de 50 ml de acuerdo con la Tabla 6 o Tabla 7. 

7. Agregar la solución sobre el gel separador ya polimerizado (retirar antes el 

isobutanol) y colocar el peine según el número de pozos deseados. 

8. Esperar a que polimerice el gel concentrador. 

9. Montar los geles en la cámara de electroforesis (Biorad) y agregar la solución de 

corrida.  

10. En un tubo Eppendorf mezclar de 20-40 µg de extracto de proteína y añadir la 

solución de carga en una relación 4:1 (4 de proteína y 1 de solución de carga). 

11. Cargar la muestra (extracto de proteína con solución de carga) en los pozos del gel 

montado en la cámara de electroforesis. Añadir marcador de peso molecular 

PageRuler (Termo Scientific) 

12. Correr la electroforesis a 120 V durante 120 minutos. Detenerla en cuanto el frente 

de corrida esté a aproximadamente 95% del gel. 
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13. Terminada la corrida retirar el gel sumergirlo en solución de transferencia por 10 

minutos.  

14. Activar la membrana de PVDF en metanol 100% durante 5 minutos, posteriormente 

retirar el metanol y agregar solución de transferencia e incubar 10 minutos.  

15. Montar el gel y la membrana de PVDF en la cámara de transferencia semiseca 

(Hoffer, TE70X) con tres papeles filtro en la parte superior y tres en la inferior 

previamente sumergidos en solución de transferencia. 

16. Correr la transferencia a 250 mA por hora. 

17. Colocar la membrana de PVDF en solución de Ponseau para visualizar las bandas 

de proteínas, incubar por 5 minutos. 

18. Hacer tres lavados de 5 minutos cada uno con TBST en agitación. 

19. Bloquear la membrana con la solución de bloqueo Odyssey blocking buffer (LI-COR 

Biosciences, Lincoln, NE, USA) por una hora a temperatura ambiente y en 

agitación. 

20. Eliminar la solución de bloqueo y agregar el anticuerpo primario. Incubar durante 

toda la noche. 

21. Retirar el anticuerpo primario y hacer tres lavados de 5 minutos cada uno con TBST 

en agitación. 

22. Agregar el anticuerpo secundario e incubar por una hora a temperatura ambiente 

en agitación. 

23. Retirar el anticuerpo secundario y hacer tres lavados de 5 minutos cada uno con 

TBST en agitación. 

24. Escanear las membranas con Odyssey Classic Imaging System (LI-COR 

Biosciences, Lincoin, NE, USA). 

25. Si se desea hacer “stripping” incubar la membrana en 5 ml de solución de “stripping” 

durante 5 minutos en agitación. Se recomienda utilizar la solución básica. 

26. Retirar la solución de “stripping” y hacer tres lavados de 5 minutos cada uno con 

TBST en agitación. 

27. Repetir los pasos del 19 al 24. 
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Anexo X Anticuerpos utilizados para inmunoblot. 

Los datos de los anticuerpos utilizados se muestran en la tabla 8, incluyendo marca, 

catálogo y la dilución utilizada para el inmunoblot. 

Tabla 8 Relación de anticuerpos utilizados para inmunodetección 

Anticuerpo Dilución Marca Catálogo 

a-AMPK 1:500 Cell Signaling #2532 

a-pAMPK 1:1.000 Cell Signaling #2535 

a-AKT 1:1.000 Cell Signaling #9272 

a-pAKT 1:1.000 Cell Signaling #2965 

a-LC3B 1:1,000 Cell Signaling #3868 

a-p62 1:500 Cell Signaling #8025 

a-mTOR 1:1.000 Cell Signaling #2983 

a-pmTOR 1:1,000 Cell Signaling #5536 

a-FAS 1:1,000 Cell Signaling #3180 

a-ACC 1:1,000 Cell Signaling #3676 

a-ATP Citrato-Liase 1:1,000 Cell Signaling #4332 

a-PMP70 1:1,000 Sigma-Aldrich P0497-200UL 

a-Tubulin 1:7,000 Cell Signaling #3873 

a-LAMP1 1:1,000 Sigma-Aldrich L1418-200UL 

a-LAMP2 1:1,000 Sigma-Aldrich L0668-200UL 

a-HSP70 1:1,000 Santa Cruz 
Biotecnology SC-24 

a-mouse 680 1:10,000 Licor 926-68022 
 

a-rabitt 780 1:5,000 Licor 926-32211 
 

a-Tubulina 0.4 µg/ml DSHB AA4.3 
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Anexo XI Extracción de RNA total para RT-qPCR 

Hay al menos dos opciones para extraer RNA total del tejido, la primera es homogenizar 

el tejido en el reactivo para extraer RNA utilizando un homogenizador con pistilo, la 

segunda es pulverizar el tejido en mortero y entonces hacer la extracción, se prefirió la 

segunda opción por representar la mejor alternativa. 

Reactivos: 

1. Si se hace de tejido fresco congelar previamente en nitrógeno líquido. El tejido 

congelado se coloca en un mortero previamente enfriado en hielo seco. 

2. Con ayuda del pistilo se pulveriza obteniendo un polvo lo más homogéneo posible. 

3. El polvo se transfiere a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se agrega 1 ml de Trizole, se 

incuba por 5 minutos. 

4. Se agregan 200 µl se cloroformo y se agita vigorosamente por 15 segundo. NO 

usar Vortex. 

5. Centrifugar a 12,000 g por 15 minutos a 4 ºC. 

6. Transferir la fase superior a un tubo nuevo. Tener mucho cuidado de no tomar nada 

de la interfase. 

7. Agregar 0.5 ml de isopropanol y mezclar por inversión por 15 segundo. Incubar a -

20 ºC al menos por 6 horas. 

8. Centrifugar a 12,000 g por 30 minutos a 4 ºC. 

9. Eliminar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol 75% preparado en agua DEPC. 

Mezclar con Vortex durante 10 segundos. 

10. Centrifugar a 6,000 g por 5 minutos a 4 ºC. 

11. Eliminar el sobrenadante y secar el precipitado a temperatura ambiente. Se 

recomienda secar en la campana de flujo laminar para evitar lo más posible la 

contaminación del RNA. 

12. Resuspender el RNA en agua previamente tratada con DEPC. Utilizar entre 30 y 

100 µl dependiendo de la cantidad de RNA obtenido. 

13. Cuantificar el RNA en espectrofotómetro. 
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14. Realizar la electroforesis de 1 µg en un gel de agarosa al 1% en TAE. La solución 

de carga recomendada es urea 10 M con azul de bromofenol. Se obtienen mejores 

resultados si el RNA previamente mezclado con la solución de carga (1:1) se 

calienta a 65 ºC y se enfría en hielo inmediatamente y se carga. 

15. Se deben visualizar las bandas de los RNAs ribosomales. 

Consideraciones importantes: 

• El volumen de la muestra no deber ser mayor al 10% del total del reactivo de 

extracción, es decir, para 1 ml de reactivo máximo se pueden usar 100 mg de 

muestra. Se recomienda que sean 50 mg de muestra por cada ml de reactivo. 

• Se recomienda que todo el material este completamente limpio y estéril (tubos, 

puntas de pipeta, etcétera) 

• Se recomienda limpiar la mesa de trabajo y pipetas con SDS al 1%. 

• Es recomendable el uso de cubrebocas y guantes nuevos durante la extracción. 

• El agua previamente tratada con DEPC se recomienda esterilizarla por autoclave y 

hacer alícuotas de 1 ml, las cuales se usan para resuspender el RNA. 

• El agua tratada con DEPC se puede reemplazar con agua grado milli-Q 

previamente filtrada con filtro de 0.22 µm y esterilizada en autoclave. 

Anexo XII Síntesis de cDNA utilizando HyperScrip, GeneAll 

El siguiente protocolo es para la síntesis de cDNA utilizando la MVL-Reverso transcriptas 

HyperScrip de GeneAll Cat: 601-100 

1. Preparar la siguiente mezcla (Mezcla 1) por cada muestra:  

Mezcla1 

RNA Total    500 ng 

Random Primer, 50 ng/µl  1 µl 

dNTP’s 10 mM   1 µl 

H2O     Ajustar a 14 µl 

 

2. Incubar por 5 min a 65 ºC 
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3. Inmediatamente enfriar en hielo 5 min. 

4. Preparar la Mezcla 2 como sigue para cada una de las muestras: 

Mezcla 2 

Buffer RT 10x 2 µl 

DTT 0.1 M   2 µl 

Hyper RT  0.5 µl 

H2O   1.5 µl 

 

5. Mezclar la mezcla 1 con la 2. 

6. Incubar a 25 ºC 10 minutos. 

7. Incubar a 55 ºC 60 minutos. 

8. Almacenar el cDNA a -20 ºC 

Anexo XIII Reacción de qPCR 

La reacción de PCR se realizó utilizando el Universal Master Mix de Kapa Biosystems 

(Cat: KK4600). La mezcla se realizó directamente en tubos de PCR para el rotor de 72 del 

Rotor Gene-Q (Qiagene). 

Mezcla de reacción: 

Universal Master Mix 5 µl 
Primer 5’ (1 µM)  1 µl 
Primer 5’ (1 µM)  1 µl    
cDNA    0.5 µl 
Agua    2.5 µl   

Ciclo de PCR 
1. Activación   95 ºC  5 minutos 
2. Alineación   60 ºC  20 segundos 
3. Síntesis   72 ºC  20 segundos 
4. Desnaturalización  95 ºC  20 segundos 

Se repite del 2 al 4 39 ciclos 
 
Curva de desnaturalización: desde 55 ºC incrementos de 2 grados cada 20 segundos 
hasta 85 ºC. 
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Anexo XIV Oligonucleótidos para RT-qPCR 

Los oligonucleótidos utilizados para qPCR se encuentran en la Tabla 8. Algunos de los 

pares de oligonucleótidos se obtuvieron de trabajos previamente publicados y otros se 

diseñaron en la aplicación en línea Primer Blast3. 

Tabla 9 Relación de Oligonucleótidos utilizados en qRT-PCR 

Gene Oligonucleotido 5’ Oligonucleotido 3’ Referenci
a 

p21 ACTACCAGCTGTGGGGTGAG GTGCCTGTGGCACCTTTTAT *** 

p16 CCCAACGCCCCGAACT GCAGAAGAGCTGCTACGTGAA 
(Edwards 

et al., 
2007) 

P53 TAGGGGGCACCTAGCATTCA ATGGCAGTCATCCAGTCTTCG *** 
Cat CGCTGAGAAGCCTAAGAACG TCCATCCAGCGTTGATTACA *** 
Atg5 GCCCCTGAAGATGGAGAGAA GTGGTTCCATCTAGCGAGGA *** 

Atg7 TGCCTATGATGATCTGTGTC CACCAACTGTTATCTTTGTCC (Aydin et 
al., 2015) 

Lc3b CGATACAAGGGGGAGAAGCA ACTTCGGAGATGGGAGTGGA 
(Yamamot

o et al., 
2015) 

p62 TGCTCTTCGGAAGTCAGCAA CCCGACTCCATCTGTTCCTC 
Lamp2 TAGGAGCCGTTCAGTCCAAT GTGTGTCGCCTTGTCAGGTA 
Atrogin AGGAGCGCCATGGATACTGT GAAGTTCTTTTGGGCGATGC 

Gck CCCTGAGTGGCTTACAGTTC ACGGATGTGAGTGTTGAAGC (Dentin et 
al., 2004) 

Pck1 CTGCATAACGGTCTGGACTTC CAGCAACTGCCCGTACTCC (Chiang et 
al., 2009) 

G6pc TGCAAGGGAGAACTCAGCAA GGACCAAGGAAGCCACAATG 
(Bernal-

Mizrachi et 
al., 2003) 

Fasn GCTGCGGAAACTTCAGGAAAT AGAGACGTGTCACTCCTGGACT
T 

(Jin et al., 
2011) 

Scd1 TTCTTGCGATACACTCTGGTGC CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT (Tan et al., 
2011) 

Pparg2 TCGCTGATGCACTGCCTATG GAGAGGTCCACAGAGCTGATT 

(Chiang et 
al., 2009) 

Acox1 GCCTGCTGTGTGGGTATGTCAT
T GTCATGGGCGGGTGCAT 

Pck1 CTGCATAACGGTCTGGACTTC CAGCAACTGCCCGTACTCC 
Rplp0 CACTGGTCTAGGACCCGAGAA AGGGGGAGATGTTCAGCATGT 
Ctp1a CTCCGCCTGAGCCATGAAG CACCAGTGATGATGCCATTCT 

Ppara CTGCAGAGCAACCATCCAGAT GCCGAAGGTCCACCATTTT (Proctor et 
al., 2006) 

Fgf21 CCTCTAGGTTTCTTTGCCAACA
G AAGCTGCAGGCCTCAGGAT (Inagaki et 

al., 2007) 



Instituto de Biotecnología, UNAM   Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
150 

Klotho
a 

GGCTTTCCTCCTTTACCTGAAA
A 

CACATCCCACAGATAGACATTC
G 

(Zhang et 
al., 2016) 

klothob CCAGGAGGCTCTGAAAGCATA GACTTCTGTTCTCAGCGGGG *** 

Spot14 ATGCAAGTGCTAACGAAACGC CCTGCCATTCCTCCCTTGG (Adams et 
al., 2010) 

Pkm1 GCTGTTTGAAGAGCTTGTGC TTATAAGAGGCCTCCACGCT (Sun et al., 
2011) Pkm2 TGTCTGGAGAAACAGCCAAG TCCTCGAATAGCTGCAAGTG 

Fbp1 TCTGCACCGCGATCAAAG GTTGAGCCAGCGATACCATAGA
G 

(Nonogaki 
et al., 
2007) 

Elovl6 GAAAAGCAGTTCAACGAGAACG AGATGCCGACCACCAAAGATA (Liu et al., 
2012) 

mGpat CGACATCCTCGTCATACCCG 
 

ACTCCAGAGGCTCTCGTTCT 
 *** 

*** Oligonucleótidos diseñados en este trabajo utilizando PrimerBlast de NCBI. 
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