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RESUMEN 

La conducta alimentaria ha ido modificándose para cubrir los requerimientos 

necesarios para la supervivencia y reproducción, en los últimos años ha 

incrementado el consumo de alimentos altamente procesados que contienen 

principalmente carbohidratos refinados. La dieta hipercalórica hiperglúcida 

genera una respuesta metabólica y neuro-hormonal antes, durante y después 

de su consumo, lo que promueve su almacenamiento en tejido adiposo como 

resguardo energético. La ingesta crónica de alimentos con alta densidad 

energética promueve el desarrollo de enfermedades crónicas no 

transmisibles como la obesidad y la diabetes. Particularmente la 

patofisiología diabética implica involucra a la hiperglicemia, resistencia 

insulínica e inflamación crónica, lo que desencadena dislipidemia y 

complicaciones a nivel hepático como el hígado graso no alcohólico, además 

existe una generación excesiva de radicales libres a causa de la gran 

demanda energética a nivel mitocondrial, lo que también contribuye al daño 

celular al tejido hepático. 

En este trabajo, se logró evaluar el sistema redox hepático en un modelo con 

síndrome diabetogénico, el cual evidenció una hiperglicemia, 

hiperinsulinemia y dislipidemia características de esta condición, además se 

determinó un estado de estrés oxidativo debido al predominio de las especies 

oxidantes mediante la cuantificación de los productos de la peroxidación 

lipídica y la producción de nitritos; por otra parte, se logró estimular la 

actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo del glutatión, la 

enzima glutatión reductasa mostró una baja actividad mientras que la enzima 

glutatión peroxidasa mostró una gran actividad, lo cual es consistente con la 

alteración en las concentraciones de glutatión oxidado y reducido. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 
 

1.1 Nutrición en México 

 

La nutrición en México está basada en las tradiciones propias de cada región, las 

cuales se heredan en el núcleo familiar y se comparten con la población, lo cual 

influye en el estado alimentario y, por ende, en la salud de la sociedad  (Rodríguez, 

Leandro., 2011). 

La cultura alimentaria en México se basa en alimentos cultivados desde épocas 

prehispánicas, como el frijol, maíz y chile, además de otros ingredientes como 

hortalizas y gran variedad de granos, semillas y frutas. Dichos alimentos han sido 

parte de una dieta equilibrada con los nutrimentos necesarios para el buen 

desarrollo y funcionamiento del organismo. Sin embargo, paulatinamente la dieta 

mexicana se ha modificado y adaptado a los cambios socio-económicos (Gómez & 

Velázquez, 2019). 

En México, el incremento de la urbanización, la industrialización y las jornadas 

laborales han traído consecuencias en la forma en que la sociedad distribuye sus 

alimentos en el transcurso del día, los procesos industriales afectan la calidad y 

cantidad de nutrimentos para poder abastecer a la población, como consecuencia 

la calidad nutricional se ve disminuida y la proporción de macronutrientes es 

insuficiente e inapropiado para cubrir el requerimiento calórico de cada individuo. De 

acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), la nutrición es el consumo 

de alimentos en relación con las necesidades energéticas del organismo, en este 

sentido, una mala nutrición altera el desarrollo físico y mental, disminuye la 

capacidad del organismo para hacer frente a las enfermedades y, por ende, 

disminuye la productividad del individuo (OMS, 2019). 

Así mismo, en la NOM-043-SSA2-2005 se define dieta al conjunto de alimentos que 

se consumen durante el día, lo que constituye la unidad de la alimentación. Una dieta 

balanceada cumple con las siguientes características: 
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• Completa: Debe contener todos los nutrimentos, es decir, macronutrientes 

(carbohidratos, lípidos y proteínas) y micronutrientes (vitaminas y minerales) 

en cada comida. 

• Equilibrada: Las proporciones de macronutrientes y porciones de cada 

alimento deben ser adecuadas para cada individuo. 

• Inocua: Que no cause daño y esté libre de microorganismos patógenos, 

toxinas y contaminantes. 

• Suficiente: Debe contener todos los nutrimentos necesarios para cumplir el 

requerimiento calórico de cada individuo, permitiendo una buena nutrición y 

un desarrollo saludable. 

• Variada: Debe estar formada por diferentes alimentos de todos los grupos. 

• Adecuada: Debe considerar y adaptar el plan alimenticio a los gustos, cultura 

y economía del paciente sin que se alteren las características anteriores 

(NOM-043-SSA-2012). 

 

 

Los principales cambios en la dieta mexicana han sido la incorporación de alimentos 

altamente procesados, bebidas endulzadas artificialmente, la comida rápida, el 

marketing masivo alusivo a la alta disponibilidad y accesibilidad de dichos alimentos; 

los factores reportados como barreras a la hora de alimentarse saludablemente son: 

la falta de conocimiento, tiempo y/o dinero para comprar, preparar y/o consumir 

alimentos saludables, hábitos familiares, la preferencia por consumir bebidas 

azucaradas y comida densa en energía, la falta de motivación y el desagrado por el 

sabor de las verduras (Ensanut MC 2016), dichos  hábitos afectan negativamente a 

la salud de las personas, puesto que son factores que a largo plazo afectan la 

calidad de vida. 

Actualmente en México se presentan problemas de salud importantes como la 

desnutrición y obesidad, siendo este último de gran relevancia en los últimos años 

debido a que las cifras continúan incrementando y la educación nutricional es nula 

desde la infancia, las complicaciones surgen de manera progresiva e impactan la 

calidad de vida durante su progresión (Más Sarabia, et al. 2005). 



Página | 8  

Por otra parte, el pensamiento dicotómico limita la elección de una gran variedad de 

alimentos, en este sentido, se clasifica a la comida como saludable o mala, lo cual 

impacta psicológicamente el comportamiento a la hora de consumir alimentos y da 

paso a desórdenes alimenticios, comer en exceso y no poder mantener un peso 

saludable (Sohee Lee, 2018). Sin embargo, una dieta flexible sin restricciones de 

alimentos brinda mayor saciedad y bienestar, en comparación con una dieta 

hipercalórica basada en alimentos hiperpalatables; estos alimentos contienen 

ingredientes que generan un gran impacto a nivel energético, neuronal, metabólico y 

hormonal. Dicha conducta se ve influenciada por señales que transmiten 

información nutricional desde el intestino hacia el cerebro, las cuales regulan la 

elección de los alimentos (Small, et.al. 2019). Recientemente, Hall y colaboradores 

mencionan que la exposición a alimentos procesados y densos en calorías está 

asociada a una alta prevalencia de obesidad y diabetes en América (Hall, et al 2019; 

CDC, 2019).  

Ante un exceso calórico proveniente de carbohidratos, el hígado y el páncreas son 

los principales órganos que se encargan de generar las adecuaciones para 

mantener niveles basales de glucosa en sangre; el páncreas es el encargado de 

secretar las hormonas responsables principalmente de este proceso, como la 

insulina, y de manera opuesta el glucagon (Rathinam, et al. 2014); el hígado también 

participa en la dinámica del metabolismo de carbohidratos, ya sea almacenando el 

exceso de estos en glucógeno (después de una comida), o transformándolos en 

ácidos grasos para su almacenamiento en tejido adiposo (Rui, 2014), este último ha 

sido de gran importancia en los últimos años, debido a que produce citocinas 

responsables del desarrollo de inflamación crónica a largo plazo, siendo un factor 

clave para el desarrollo de alteraciones metabólicas como la resistencia a la insulina 

(Burhans, et al. 2018). 

A nivel neuronal, se ha estudiado que el ingreso de glucosa y lípidos al intestino 

produce un incremento inmediato en los niveles de dopamina extracelular (Kasper, 

et al. 2018). Esto ocurre mediante un mecanismo regulado por el receptor activado 

por proliferadores peroxisomales (PPARα), el cual se expresa en los enterocitos 

duodenales y del jejuno en intestino delgado y produce señales hacia el nervio vago. 



Página | 9  

La activación de neuronas sensoriales vagales que se proyectan hacia el ganglio 

nudoso derecho, cerebro posterior, sustancia negra y estriado dorsal es importante 

para la reforzar la preferencia por ciertos alimentos y la producción de dopamina 

(Ruíz, et al. 2008). Como respuesta hormonal, el consumo de alimentos está 

relacionado con los cambios en la grasa corporal, regulado por hormonas como la 

leptina, la cual también ejerce sus funciones a nivel cerebral y actúa sobre los 

neurocircuitos que regulan la saciedad (Klok MD., et al. 2007). No se ha descartado 

que en sujetos obesos exista resistencia a la leptina en hipotálamo, puesto que una 

señalización reducida de la leptina conduce a hiperfagia y ganancia de peso 

(Munzberg, H. et.al. 2004). Dichos efectos conducen al desarrollo de obesidad y con 

ello, la progresión a enfermedades crónicas no transmisibles, como la diabetes. 

 

 
1.2 Enfermedades crónicas no transmisibles 

 
 

En la actualidad, las enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT) representan 

un problema de salud pública al ser las responsables del 70% de las muertes en los 

países en desarrollo (Unwin N. 2006). Dentro de esta clasificación se encuentran la 

enfermedad cardiovascular, enfermedades respiratorias crónicas, cáncer y diabetes 

(GBD, 2015). 

La obesidad es un factor de riesgo importante para el desarrollo de patologías como 

la diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares. Dicha afección se presenta 

debido a diferentes causas (Sahoo, K. et al. 2015): 

▪ Predisposición genética: mutaciones en los genes que codifican para la 

síntesis de proteínas y receptores involucrados en vías metabólicas. 

▪ Factores étnicos: distribución del tejido adiposo que se refleja en fenotipos 

diferentes y específicos en cada región del mundo. 

▪ Nutrición: Dieta conformada por alimentos densos en calorías provenientes 

de azúcares y harinas refinadas, lo que conlleva a un exceso energético 

mayor que el gasto calórico. Este balance positivo de energía afecta e 
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incrementa el tamaño de los depósitos de grasa y promueve el desarrollo de 

resistencia a la insulina. 

▪ Actividad física: Un nivel bajo de actividad física conduce a una disminución 

del gasto energético y un incremento de tejido adiposo. 

▪ Microbiota intestinal: la microbiota intestinal de un sujeto obeso promueve la 

extracción y almacenamiento de energía a partir de compuestos que 

normalmente son desechados, además existe un incremento del 

lipopolisacárido en la circulación, lo cual contribuye al desarrollo de 

inflamación crónica de bajo grado; la producción de citocinas inflamatorias 

interfiere con la señalización de insulina, manteniendo un entorno favorable 

para el desarrollo de síndrome metabólico. 

En México, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en niños y adultos se ha 

incrementado en las últimas tres décadas. En localidades rurales dicha prevalencia 

aumentó 8.5%, mientras que en zonas urbanas el aumento fue de 1.8%, al 

categorizar por sexo, la prevalencia de obesidad abdominal en hombres es de 

65.4% y de 87.7% en mujeres (Ensanut MC 2016). 

Como se ha mencionado, la obesidad es un factor predisponente para el desarrollo 

de diabetes, la cual se caracteriza por tejidos resistentes a la acción de la insulina, 

incremento de glucosa plasmática y dislipidemia. La diabetes se ha convertido en 

un problema de salud pública en México, debido a que esta condición afecta niños, 

jóvenes, adultos y ancianos. Según los resultados obtenidos en la Encuesta 

Nacional de Salud y Nutrición, la prevalencia de diabetes tipo 2 es del 9.4%, es 

decir, hay más de 6.4 millones de adultos diagnosticados (Gutiérrez, et al. 2012) y 

se espera que para 2030 esta cifra se eleve al 27.2% (Gaytán, et al. 2018). 
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1.3 Dietas hipercalóricas como factor de riesgo para el desarrollo de 

enfermedad crónica no transmisible. 

 

Una dieta equilibrada en cuanto a composición nutricional y valor calórico mantiene 

un balance energético, ambiente hormonal y un peso corporal estables. El gasto 

calórico diario está conformado por: calorías necesarias para la tasa metabólica 

basal cuando el organismo está en reposo, calorías necesarias para absorber y 

metabolizar los alimentos (también conocido como “efecto térmico de la comida”), y 

las calorías gastadas durante la actividad física (Krupa, et al. 2004). Cuando una 

dieta no cumple estas características, se tiende a consumir más calorías de las 

requeridas para realizar las actividades del día, provocando un aumento de masa 

corporal, de la cual un 60 a 80%, es grasa. Dichas calorías provienen de alimentos 

de fácil adquisición y accesibilidad por cualquier consumidor, sin embargo, su 

ingesta frecuente (debido a la gran palatabilidad) dentro de una dieta conlleva a un 

exceso de calorías ingeridas. La dieta hipercalórica es un tipo de dieta donde se 

consumen más calorías de las que se gastan durante el día, dichas calorías pueden 

ser provenientes del sobre consumo de carbohidratos o grasas, aunado a un estilo 

de vida sedentario (Dam & Seidelli, 2007). 

 
 
 

1.3.1 Dietas hipercalóricas 

 
 

En la actualidad, las personas se encuentran expuestas a una gran variedad de 

alimentos procesados, cuyo consumo está influenciado por la mercadotecnia, 

haciendo que estos sean consumidos de manera frecuente, incorporándolos a su 

alimentación diaria. Simultáneamente, la falta de educación nutricional sobre cómo 

manejar porciones de alimentos de manera individualizada, el desconocimiento de 

los beneficios de una alimentación balanceada y los efectos nocivos de una dieta 

alta en carbohidratos y grasas, conllevan a un sobre consumo de macronutrientes, 

como se ha mencionado en anteriores estudios, permitiendo el desarrollo de 

alteraciones metabólicas (Pi-Sunyer, 2000). Cada individuo posee un gasto calórico 
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diario que debe cubrirse con una alimentación equilibrada, cuando se tiende a 

consumir más calorías de las que se gastan, existe un excedente calórico que se 

almacena en tejido adiposo como resguardo energético. Una dieta hipercalórica se 

refiere al consumo excesivo de calorías provenientes de un consumo extra 

principalmente de carbohidratos o grasas. Dichos macronutrientes generan una 

respuesta metabólica y neuro-hormonal antes, durante y después de su consumo 

(Ishizuka, et al. 1983). 

 
 
 

1.3.2 Dieta hipercalórica-hiperglúcida 

 
La dieta hipercalórica-hiperglúcida es un tipo de dieta conformada por alimentos 

altos en carbohidratos como azúcares y harinas refinadas, presentes en alimentos 

ya sean procesados (comida rápida) o de origen natural (frutas, semillas, tubérculos, 

etc.). En los alimentos procesados, los azucares son añadidos para dar sabor, color, 

como conservadores o para equilibrar la acidez (Goldfein & Slavin, 2015). Los 

principales ingredientes de los alimentos procesados altos en azúcares son: harina 

de trigo, jarabe de maíz de alta fructosa, jarabe de caña, jarabe de malta o de acre, 

o melaza, los cuales no tienen ningún beneficio nutricional a diferencia de los 

carbohidratos saludables como los granos enteros, frutas y verduras, que contienen 

vitaminas, minerales y fibra (American Heart Association, 2018). 

El consumo de azucares refinados como parte de una dieta alta en carbohidratos 

induce la aparición de enfermedades crónicas no transmisibles, al inicio existen 

compensaciones por parte del hígado y páncreas, hasta que se da inicio a 

alteraciones metabólicas como mecanismos de protección frente al daño de la alta 

ingesta energética. Existe evidencia epidemiológica donde se asocia la dieta alta en 

carbohidratos, diabetes y la aparición de hígado graso no alcohólico (NAFLD, por 

sus siglas en inglés) (Yki-Jarvinen H, 2010). A partir de esta correlación, se 

considera si la resistencia a la insulina predispone a la esteatosis hepática y con ello 

NAFLD o si la acumulación de lípidos en el hígado promueve la resistencia a la 

insulina (Samuel VT, et al. 2010). 
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1.4 Metabolismo celular de los macronutrientes. 

 
El metabolismo celular es el conjunto de reacciones que se llevan dentro de la célula 

entre el citoplasma y los organelos, comprende reacciones de síntesis y 

degradación de moléculas, procesos conocidos como anabolismo y catabolismo, 

respectivamente. Durante el anabolismo se construyen moléculas o polímeros 

estructurales a partir de moléculas más pequeñas para lo cual se requiere energía, 

mientras que durante el catabolismo se lleva a cabo la degradación de moléculas o 

polímeros a moléculas más pequeñas para la obtención de energía. Ambos 

procesos deben estar equilibrados para el óptimo aprovechamiento de los 

carbohidratos, lípidos y proteínas, lo cual también está influenciado por el ambiente 

hormonal y ciclo circadiano (Challet, E. 2013). 

 
 
 

1.4.1 Carbohidratos 

 
Una vez que la glucosa se ha transportado a través de la membrana celular, se 

llevan a cabo reacciones químicas en diferentes sitios de la célula para producir 

energía (El Bacha, et al. 2010). 

Inicialmente en el citosol se lleva a cabo la oxidación de glucosa o glucólisis, donde 

participan diez enzimas que catalizan reacciones secuenciales para producir dos 

moléculas de piruvato, durante este proceso se producen dos moléculas de ADP 

(adenosín difosfato) a partir de 2 ATP (adenosín trifosfato) durante la fase de 

inversión. En esta, el principal paso regulatorio es la producción de fructosa-1,6- 

bifosfato, siendo el sustrato de la enzima aldolasa que lo convertirá a gliceraldehído- 

3-fosfato, el cual puede ser transformado a 1,3-bifosfoglicerato, un acil de alta 

energía, o a una dihidroxi acetona fosfato, ambos productos reaccionan de forma 

reversible para producir finalmente dos moléculas de piruvato, dando como 

rendimiento un total de 2 ATPs y 2 NADH (nicotinamida adenina dinucleótido). La 

conexión entre el proceso anterior y el ciclo del ácido tricarboxílico es la oxidación 

del piruvato mediante un complejo multienzimático piruvato deshidrogenasa, que se 

encarga de controlar la cantidad de acetil CoA. En la matriz mitocondrial se lleva a 
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cabo la formación de dos acetil CoA a partir de dos piruvatos produciendo 2NADH 

con liberación de dióxido de carbono (CO2), el acetil CoA proporcionará el grupo 

acetilo para el inicio del ciclo del ácido cítrico. En un solo ciclo se liberan dos 

moléculas de CO2, se generan tres moléculas de NADH, una de FADH2 (flavín 

adenín dinucleótido) y una de ATP. Dichos productos deben ser multiplicados por 

dos para obtener el rendimiento total de la glucosa. NADH, FADH2 y ATP funcionan 

como acarreadores electrónicos durante la fosforilación oxidativa (Berg, et al 2002). 

 

 

1.5 Cadena transportadora de electrones 

 
La cadena transportadora de electrones (CTE) es el último componente de la 

respiración aeróbica, en la que mediante una serie de reacciones de oxidación y 

reducción los electrones pasan rápidamente de un elemento a otro para reducir 

finalmente al oxígeno, mientras que los iones de hidrógeno son transportados a 

través de la membrana para contribuir al gradiente durante la quimiosmosis, y de 

esta forma proporcionar la energía suficiente para la fosforilación de ADP a ATP. 

Está compuesta de cuatro complejos conformados por subunidades proteicas 

altamente dinámicas, embebidos en la membrana mitocondrial interna y dos 

acarreadores difusibles que trasladan electrones entre ellos mediante un proceso 

de fosforilación oxidativa en la que participan moléculas que poseen equivalentes 

reductores: NADH y FADH2 son moléculas altamente energéticas, puesto que 

contienen un par de electrones con un gran potencial de transferencia, dichas 

moléculas son acarreadas a través de las membranas mitocondriales por 

lanzaderas de electrones de malato o glicerol-3-fosfato. La lanzadera de malato es 

de mayor utilidad universal debido a que se generan 3 moléculas de ATP en lugar 

de 2ATP por moléculas de O2 consumido (Berg, JM., et al. 2002). 

El par de electrones de NADH son transferidos al complejo I conocido como NADH- 

CoQ reductasa, la Coenzima Q (CoQ) contiene flavin mononucleótido (FMN) que se 

encarga de pasar los electrones a través de flavoproteínas (presentes en los 

complejos I y II) y centros de FeS (presentes en los complejos I, II y III), 

reduciéndose de hierro férrico (Fe3+) a ferroso (Fe2+). La ubiquinona funciona como 
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un acarreador electrónico soluble en lípidos que transfiere los electrones al complejo 

III (citocromo c reductasa) donde son recibidos por el citocromo c1, citocromo b y 

finalmente al citocromo c, que también contienen grupos hemo que son reducidos; 

el citocromo c (acarreador electrónico móvil) transfiere los electrones al complejo IV 

(citocromo c oxidasa), donde son pasados desde el centro de cobre al grupo hemo 

a, hemo a3 y a un segundo centro de cobre (cambia de Cu2+ a Cu+) (Engelkin, L.R. 

2015). 

Por otra parte, el complejo II (succinil-CoQ reductasa) transfiere los electrones 

provenientes de FADH2 a través de proteínas con FeS y finalmente los electrones 

pasan a la CoQ. El FADH2 que entra en esta vía también es generado desde la 

reacción mitocondrial de succinato a fumarato o de la lanzadera de glicerol-3- 

fosfato, desde esta ruta hacia la CoQ se desvía la generación de ATP y sólo se 

puede generar 2 ATP a partir de la oxidación de fumarato (Kumari, A. 2018). 

Finalmente, desde el complejo IV, los electrones son recibidos por el oxígeno 

molecular con formación de agua, el oxígeno es el mejor receptor de electrones 

puesto que posee un gran potencial estándar de reducción. 

A medida que los electrones son transferidos, los protones son expulsados desde 

la membrana mitocondrial interna para entrar en la matriz mitocondrial y fluir a través 

de protrusiones (F0 y F1), el componente F0 se extiende en la membrana interna 

formando un canal de H+, y el componente F1 sobresale hacia la matriz y contiene 

la sintasa de ATP, donde el ADP y Pi son condensados para formar ATP. El ATP 

producido se mueve a través de la membrana mitocondrial mediante un antiporte 

ADP/ATP. Adicionalmente, las unidades de los complejos pueden interactuar unas 

con otras para formar respirasomas (Letts, et al. 2017), como un mecanismo a 

través del cual las células se pueden adaptar a fuentes variables de nutrientes y a 

requerimientos celulares específicos, lo cual apoya la teoría del modelo de 

plasticidad de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Lapuente-Brun, 

E., et al. 2013). 
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1.6 Generación de especies reactivas de oxígeno en la mitocondria 

 
La cadena transportadora de electrones es una de las principales fuentes de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) como el superóxido, peróxido de hidrógeno y 

el radical hidroxil (Loschen et al. 1971). Bajo condiciones fisiológicas son 

componentes de múltiples vías celulares puesto que participan en funciones 

metabólicas y de señalización (Sabharwai & Schumacker, 2014). Dependiendo del 

contexto y estímulo, su producción da lugar a múltiples respuestas celulares como 

adaptación a la hipoxia, diferenciación celular, autofagia, inflamación o respuesta 

inmune (Dunn et al. 2015), se generan durante el ciclo del ácido tricarboxílico y a 

través de la oxidación de intermediarios de la fosforilación oxidativa en la 

mitocondria. 

El ciclo del ácido tricarboxílico involucra la participación de enzimas localizadas en 

la matriz mitocondrial que remueven electrones de los metabolitos intermediarios, 

como la NADH deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa, α-cetoglutarato y 

succinato deshidrogenasa, acil-CoA deshidrogenasa (que participa en la oxidación 

de ácidos grasos), las cuales contienes grupos prostéticos como FAD o FMN que 

las hace susceptibles a la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

específicamente el grupo flavin tiene el potencial de generar superóxido. A pesar de 

que la mayoría de las enzimas deshidrogenasas utilizan NAD o NADP como 

acarreadores electrónicos, no participan directamente en la generación de ROS, 

puesto que los equivalentes electrónicos están unidos covalentemente, lo que 

previene la oxidación de un acarreador reducido por O2 (Sabharwai & Schumacker, 

2014). 

El complejo I produce grandes cantidades del radical superóxido mediante dos 

mecanismos: cuando el radio NADH/NAD+ es tan alto, que el FMN se encuentra 

reducido y reacciona con el O2, y cuando la mitocondria opera en modo 2, es decir, 

el suministro de electrones reduce el pool de CoQ (en presencia de un elevado 

potencial de membrana) lo cual lleva a los electrones en CoQH2 hacia el complejo I, 

de esta manera NAD+ se reduce a NADH en el sitio de FMN. A este proceso se le 
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conoce como transporte inverso de electrones (Hirst, J. et al. 2008), en donde, el 

superóxido es liberado hacia la matriz mitocondrial. 

El complejo III transfiere los electrones desde la CoQ al citocromo c y en este 

proceso también hay una producción de superóxido en concentraciones basales. 

CoQH2 se une al sito Q0 y un electrón es transferido al centro FeS, estableciéndose 

una cadena de alto potencial, y se reduce el citocromo C antes de pasar al complejo 

IV y al oxígeno molecular. El otro electrón es transferido al sitio Qi mediante una 

cadena de bajo potencial hacia el citocromo b, sin embargo, durante el ciclo de 

reducción de la ubiquinona puede haber acumulación de QH˙ en el sitio Q0 con la 

subsecuente producción de superóxido que es liberado hacia el espacio 

intermembranal y a la matriz mitocondrial (Jastroch, M. et al. 2010). 

Posteriormente el superóxido es dismutado a peróxido de hidrógeno mediante la 

enzima superóxido dismutasa 2 (SOD2) en la matriz mitocondrial y la superóxido 

dismutasa 1 (SOD1) en el espacio intermembranal (figura 1). Dadas las propiedades 

electrofílicas y el corto tiempo de vida media, el superóxido puede atravesar la 

membrana externa mitocondrial y participar en la transducción de señales en la 

célula o reaccionar el óxido nítrico para formar peroxinitrito, una molécula que puede 

dañar la integridad mitocondrial y celular de manera irreversible. En contraste, el 

peróxido de hidrógeno es electrofóbico y más estable que el superóxido, y también 

puede actuar como una molécula señalizadora en las células (Li, et al. 2013). 
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Figura 1 Producción de especies reactivas de oxígeno en la mitocondria. Los electrones de 
NADH y FADH2 pasan a través de la cadena respiratoria mediante reacciones de fosforilación 
oxidativa, durante este proceso en los complejos I y III se forma el radical superóxido el cual es 
dismutado a peróxido de hidrógeno mediante enzimas específicas (SOD1, SOD2). ME: membrana 
externa; MI: membrana interna. Tomado y modificado de Xinyuan, et al. 2013. 

 
 

1.7 Síndrome Diabetogénico: Patogenia 

 
El Síndrome Diabetogénico es un conjunto de alteraciones metabólicas que se 

presentan como consecuencia de un sobreconsumo energético crónico proveniente 

principalmente de los carbohidratos y/o lípidos. Dicha afección se asocia a diabetes 

tipo 2, en la cual coexisten desregulaciones en el metabolismo de lípidos y 

carbohidratos, comprometiendo las funciones básicas para la supervivencia del 

organismo (Zanella, et al. 2001). 

La diabetes tipo 2, está caracterizada por una producción insuficiente de insulina 

por parte de las células beta pancreáticas y/o una acción limitada de la hormona 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Representación esquemática de las características celulares en condiciones 
normal y diabetes 2. (Tomado y modificado de Litwack, G. 2018) 
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sobre tejidos periféricos, poca utilización de la glucosa, fallas en la cascada de 

señalización de insulina (insulino-resistencia) o en los transportadores de glucosa, 

provocando un estado de hiperglicemia crónico y desfavorable en el paciente o 

modelo de estudio (Figura 2) (Litwack, G. 2018). 

 
 

 

1.7.1 Disglucemia 

 
Las fluctuaciones en las concentraciones de glucosa en sangre como respuesta a 

la ingesta de alimentos, son completamente normales en personas que no padecen 

alguna alteración metabólica. Sin embargo, puede sobrepasar los niveles 

clínicamente normales durante el ayuno y la fase postprandial ante un fallo en la 

producción y/o señalización de la insulina en los tejido insulinodependientes 

(Malone & Hansen, 2018). La hiperglicemia se caracteriza por niveles altos de 

glucosa en sangre, lo cual puede ser causado por diversos factores, principalmente 

por una secreción reducida de insulina de las células de Langerhans, disminución 

en la captación y utilización de glucosa por los tejidos periféricos además de otros 

mecanismos como el incremento de la reabsorción renal de glucosa, disminución 

del efecto de las incretinas y el incremento de la producción de la glucosa hepática 

(DeFronzo, et al. 2015), dichos factores también pueden desarrollarse en individuos 

con sobrepeso, historia familiar de diabetes tipo 2, presencia de hiperlipidemia o 

hipertensión, diabetes gestacional y síndrome de ovario poliquístico (Moury & 

Badireddy, 2019). 

A pesar de varios estudios in vivo e in vitro para elucidar los mecanismos de la 

diabetes mellitus, la patofisiología no está completamente elucidada, sin embargo, 

los procesos de hiperglucemia, resistencia a la insulina, disfunción de las células 

beta y apoptosis, hipoinsulinemia, inflamación, estrés oxidativo y disfunción 

mitocondrial están bien documentados (Galicia, et al. 2020). 

La hiperglicemia crónica, resistencia a la insulina y defectos en la secreción de 

insulina son las principales características de la diabetes mellitus, y se 

desencadenan por múltiples factores, entre ellos la obesidad causada por dietas 
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hipercalóricas – hiperglúcidas y sedentarismo. El fenotipo diabético progresa a 

medida que las funciones de las células  pancreáticas declinan, dicho proceso 

consta de tres etapas (Pérez, F. 2009): 

1. Resistencia insulínica periférica con valores normales de glicemia. 

2. Resistencia insulínica periférica: se presenta en el músculo y el tejido 

adiposo, donde la sobreproducción de insulina no es suficiente para restaurar 

la glicemia postprandial a valores normales. 

3. Declinación en el funcionamiento de las células  pancreáticas, donde 

disminuye la síntesis de insulina apareciendo la hiperglicemia en ayuno. 

 

 
1.7.2 Resistencia a la insulina 

 
La resistencia a la insulina es un estado patológico de respuesta celular inapropiada 

a la hormona insulina por parte de células dependientes a la insulina, como los 

adipocitos, miocitos y células musculares (Yaribeygi, et al. 2018). Actualmente es 

posible detectar dicho estadio antes de que se produzca intolerancia a la glucosa, 

puesto que una de las primeras manifestaciones es el fallo en la captación de glucosa 

por parte del músculo esquelético. La resistencia del tejido adiposo al efecto 

antilipolítico de la insulina, provoca un aumento en la lipólisis y, por consiguiente, la 

liberación de ácidos grasos al torrente sanguíneo y acumulación en tejido hepático, 

alteran la capacidad de la insulina para reprimir la producción de glucosa en el 

hígado. La alteración en la dinámica del metabolismo de carbohidratos y lípidos se 

presenta comúnmente en enfermedades como la obesidad, síndrome metabólico, 

hipertensión, arterioesclerosis, hígado graso no alcohólico y diabetes. 

En los tejidos dependientes de insulina (músculo, adipocitos y miocardiocitos) de 

individuos con alteraciones en el metabolismo de la glucosa, la concentración de 

insulina es mayor en comparación con tejidos sensibles a las acciones insulínicas 

durante el ayuno, por lo tanto, el aumento progresivo, es parte de una respuesta 

adaptativa del páncreas para compensar el deterioro de la homeostasis de la 

glucosa. Cuando la concentración de glucosa es mayor a 140 mg/dL en ayuno 
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(en humanos), la célula β es incapaz de mantener una tasa elevada de secreción 

de insulina, por lo tanto, ésta decae y se inicia la producción hepática de glucosa 

(DeFronzo, R. 2004). 

 
 
 

1.7.3 Resistencia hepática a la insulina 

 
El hígado es un órgano involucrado en el mantenimiento de energía para el 

organismo, sin embargo, los defectos en la señalización de la insulina tienen 

consecuencias en el balance energético y el metabolismo en general. La resistencia 

hepática a insulina se refiere al incremento de la producción de glucosa en los 

hepatocitos debido al incremento de la actividad de enzimas gluconeogénicas. A 

nivel molecular, PKB (proteína quinasa B), un mediador de la señalización de la 

insulina, es necesario para la fosforilación de factores de transcripción Foxo 

(Meshkani, et al. 2009). 

La resistencia a la insulina en hígado es un factor importante para el desarrollo de 

dislipidemia, caracterizada por el incremento de triglicéridos, lipoproteínas pequeñas 

de baja densidad y disminución del colesterol de alta densidad. Particularmente, el 

incremento de diacilglicerol en los hepatocitos causa la activación y translocación 

de PKC a la membrana celular, lo que resulta en la inhibición de la señalización de 

insulina (Kolczynska, et al. 2020); la disminución en la fosforilación del sustrato del 

receptor de insulina, IRS-2, desencadena la supresión de la fosforilación de la 

sintasa-cinasa de glucógeno lo que conlleva la disminución de la síntesis de 

glucógeno, además, la alteración en la actividad de Akt2 reduce la supresión de la 

gluconeogénesis hepática promoviendo la translocación de FOXO1 al núcleo para 

incrementar la expresión de enzimas como PEPCK, G6asa y PIP3 (Gross, et al. 

2008) 
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1.7.4 Hiperglucemia 

 
La hiperglicemia es el resultado del desbalance entre la producción de glucosa 

hepática y el consumo de glucosa en la dieta, además del fallo de la captación de 

glucosa mediada por insulina en tejidos como el músculo o tejido adiposo (Lee, et 

al. 2017). El efecto compensatorio crónico de la hiperinsulinemia y la gran demanda 

de los islotes pancreáticos conlleva un agotamiento en la producción de insulina, 

mientras que la producción de glucagón incrementa (hiperglucagonemia) como 

respuesta a la demanda energética celular, es decir, la disminución del radio 

insulina-glucagon causa una alta producción de glucosa por el hígado, provocando 

hiperglicemia basal, mientras que después de la ingesta de alimento se produce un 

estado de hiperglicemia postprandial debido a la disminución de la acción de la 

insulina plasmática, reduciendo la utilización de glucosa en tejidos periféricos 

(Giugliano, et al. 2008). 

En el hígado se llevan a cabo los procesos de glucogenólisis y gluconeogénesis, los 

cuales suministran la glucosa necesaria para el funcionamiento del organismo en 

condiciones de ayuno y durante el proceso de resistencia a la insulina, ésta se 

desarrolla a partir del agotamiento de los islotes pancreáticos que secretan insulina, 

esta hormona no es suficiente para poder unirse a su receptor, y se alteran las vías 

de fosforilación y señalización celular, en consecuencia disminuye la translocación 

de los GLUT 4 en la membrana celular, por lo tanto, la glucosa se mantiene en altas 

concentraciones en circulación afectando otros tejidos. Debido a la falta de insulina, 

se lleva a cabo la lipólisis en tejido adiposo, incrementando el flujo de ácidos grasos 

hacia el hígado, lo cual también estimula la vía gluconeogénica y como resultado 

incrementan los niveles de glucosa (Galicia, et al. 2020). 

La elevación crónica de la glucosa plasmática conlleva al desarrollo de 

glucotoxicidad, lo cual afecta la secreción y acción de la insulina debido al 

incremento de la tasa de apoptosis y estrés del retículo endoplásmico de los islotes 

de Langerhans (D´Alessandris, et al. 2002). No obstante, la elevación de ácidos 

grasos libres (AGL) en circulación, induce en tejidos un proceso llamado 

lipotoxicidad, se ha descrito que los AGL inhiben directamente el transporte de 
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glucosa debido a la acumulación de diacilglicerol y acil-CoA graso, reduciendo la 

señalización intracelular de la insulina (Lupi R, et al. 2002), empeorando de esta 

manera el incremento de la gluconeogénesis hepática. 

 

 
1.7.5 Dislipidemia 

 
La dislipidemia es un desorden metabólico que promueve el desarrollo de 

arterioesclerosis y problemas cardiovasculares, y se caracteriza clínicamente por el 

incremento en los niveles de colesterol total y las lipoproteínas LDL, disminución de 

las lipoproteínas HDL y aumento de los triglicéridos (Katz & Barrett, 2019). Las 

causas se dividen en dos grupos, primarias y secundarias: 

• Primarias: Contempla a las mutaciones genéticas en uno o varios genes que 

dan como resultado la sobre producción o defectos en la depuración de 

triglicéridos o LDL, o en la baja producción o excesiva depuración de HDL. 

• Secundarias: Surgen a raíz de un estilo de vida sedentario y un consumo 

excesivo de calorías totales en la dieta, provenientes de grasas saturadas, 

colesterol y grasas trans, sin embargo, no se descartan patologías pre 

existentes como diabetes mellitus, hipotiroidismo, cirrosis biliar hepática, 

enfermedad renal y alcoholismo (Davidson, 2019). 

Particularmente, en la diabetes mellitus existe un metabolismo lipídico alterado que 

es influenciado por diversos factores como la deficiencia o resistencia a la insulina, 

el incremento de adipocitoquinas e hiperglicemia (Taskinen, 2003). La deficiencia 

o resistencia a la insulina activa a la hormona sensible a la lipasa lo que incrementa 

la concentración de ácidos grasos no esterificados a partir de los triglicéridos 

almacenados en tejido adiposo, lo que ocasiona la producción de triglicéridos 

hepáticos y secreción de la apolipoproteína B (apoB), sin el efecto inhibitorio de la 

insulina sobre la apoB, las partículas VLDL secretadas son ricas en triglicéridos 

(McEneny, et al. 2000). 
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La dislipidemia surge como consecuencia del desbalance entre el flujo, captura, 

oxidación, esterificación de ácidos grasos y lipólisis de los triglicéridos. Durante la 

resistencia a la insulina y desarrollo de diabetes, existe una esterificación y re- 

esterificación alterada de los ácidos grasos en el tejido adiposo, influenciada por la 

supresión de la acción de la lipasa sensible a hormona mediada por insulina, una 

enzima limitante para la movilización de triglicéridos. Además, incrementa el flujo de 

ácidos grasos derivados de la lipólisis de lipoproteínas plasmáticas como VLDL y 

quilomicrones hacia otros órganos. Particularmente, en el hígado incrementa el pool 

de ácidos grasos. Por otra parte, la lipogénesis de novo también incrementa y se 

favorece el proceso de esterificación y no el de oxidación, esta vía es estimulada 

por la insulina vía SREPB-1c, regulando el almacenamiento hepático de 

triglicéridos, y el agrandamiento de las partículas es estimulado por altos niveles de 

glucosa vía ChREBP, a pesar del desarrollo de insulinorresistencia (Wang, et al. 

2015). Los ácidos grasos esterificados se almacenan como triglicéridos en el citosol 

del hepatocito o se dirigen hacia la síntesis de VLDL; una alta producción de VLDL 

se refleja en la concentración elevada de VLDL plasmática y quilomicrones, los 

cuales, al ser metabolizados generan remanentes de ácidos grasos, lo que 

contribuye al pool hepático lipídico, favoreciendo un ciclo patogénico (Lewis, et al. 

2002). Además, en la resistencia a la insulina, el nivel de quilomicrones se eleva por 

la sobreproducción a nivel intestinal y a una baja actividad de la enzima lipoproteín 

lipasa (LPL), lo que impacta en el catabolismo de estas partículas y la secreción 

incrementada de apoC3 (inhibidor de LPL) al plasma contribuye a la disminución de 

la lipólisis (Hirano, 2018). 

Por otra parte, en el hígado se produce gran cantidad de partículas VLDL1 

(abundantes en triglicéridos), lo que promueve la generación de partículas LDL 

pequeñas y densas (sdLDL), reduciendo los niveles de HDL. Las sdLDL son más 

aterogénicas debido a que por su tamaño pueden atravesar fácilmente las paredes 

de las arterias, tienen menos afinidad al receptor de LDL y más tiempo de vida media 

en plasma (Berneis, et al. 2002). En los últimos años se ha puesto atención en el 

metabolismo lipídico y las complicaciones hepáticas que surgen como 

consecuencia de la resistencia a la insulina y diabetes en sujetos obesos. 
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1.8 Complicaciones hepáticas 

 
Las complicaciones hepáticas se presentan en pacientes diabéticos que no llevan 

un control en los niveles de glucosa durante un largo período de tiempo. Las 

alteraciones en las acciones de la insulina como la supresión de la producción 

hepática de glucosa y la glucogenólisis, el flujo y baja oxidación de lípidos y la 

acumulación citosólica de ácidos grasos (esteatosis) contribuyen al desarrollo de la 

enfermedad del hígado graso no alcohólico, además de la obesidad (Hickman, et al. 

2007). 

El daño hepático se caracteriza por el desarrollo de necrosis celular e inflamación 

debido al aumento del estrés oxidativo mitocondrial, el cual también es causado por 

la acción de mediadores inflamatorios y las adipocinas producidos ambos por un 

estado inflamatorio del tejido adiposo visceral y subcutáneo, estos activan a las 

células estelares y producen colágeno aumentando la producción del factor de 

crecimiento de tejido conjuntivo y acumulación de matriz extracelular favoreciendo 

la fibrosis (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Mecanismo de daño hepático producido por la diabetes. La resistencia a la insulina 
promueve la lipólisis del tejido adiposo, los ácidos grasos libres (AGL) se acumulan en el hepatocito 
y entran en la ruta de la lipogénesis de novo (LDN), mientras que las partículas VLDL producen 
esteatosis. Debido a esta acumulación intracelular, la mitocondria no es capaz de oxidar la gran 
cantidad de ácidos grasos y simultáneamente las adipocinas, como la leptina y el factor de necrosis 
tumoral, promueven el desarrollo estrés oxidativo mitocondrial, lo que induce la inflamación y 
necrosis celular, las células estelares son responsables de la fibrosis. (Tomado y modificado de 
García, et al. 2013). 
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Durante la progresión del hígado graso no alcohólico, los productos de la 

peroxidación de lípidos provocada por los radicales libres, así como el TNF-α, 

promueven la disfunción mitocondrial: los productos de la lipoperoxidación y demás 

radicales libres pueden atacar e inactivar los complejos de la cadena respiratoria. El 

TNF-α actúa sobre su receptor e incrementa la permeabilidad de las membranas 

mitocondriales, lo que permite la salida del citocromo c hacia el citosol, de esta 

manera interrumpe el flujo de electrones del complejo III al complejo IV de la cadena 

(Pessayre, et al. 2004). Por otra parte, los pacientes que cursan esta enfermedad 

en conjunto con esteatohepatitis, presentan una disfunción mitocondrial más 

severa, además de presentar abultamiento de las mitocondrias, lesiones 

ultraestructurales e inclusiones paracristalinas, asociadas a un desacoplamiento de 

la fosforilación oxidativa (Tiniakos, et al. 2018). 

La apoptosis de los hepatocitos es iniciada por la ruptura de las membranas 

mitocondriales, lo que permite la salida de factores pro-apoptóticos y estimula los 

procesos de fibrogénesis en las células estelares, sin embargo, la alta tasa 

apoptótica tiene que ser compensada por un incremento en la tasa de proliferación 

celular, así como el daño al DNA por las especies reactivas de oxígeno, dichos 

eventos son factores potenciales para la generaciones de mutaciones genéticas 

(Kanda, et al. 2018). 

 
 
 

1.9 Estado redox en el síndrome diabetogénico 

 
Como se ha mencionado anteriormente, la hiperglicemia es un factor importante 

para el desarrollo de diabetes y las altas concentraciones de glucosa no sólo tienen 

un impacto sobre los tejidos y órganos, sino que influyen en la activ 

idad mitocondrial y la generación de especies radicalarias, lo que contribuye al 

desarrollo de la patología y futuras complicaciones. 

Bajo condiciones hiperglicémicas, hay más flujo de glucosa hacia la vía glucolítica, 

lo que produce más piruvato y acetil-CoA y con ello, el exceso de NADH causa una 
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saturación electrónica sobre la cadena transportadora de electrones. El complejo I 

oxida más NADH a NAD+ y simultáneamente se producen más cantidades del 

radical superóxido, lo que en cada ciclo reduce la disponibilidad de NAD+ para 

transportar electrones hacia el oxígeno, permitiendo que el oxígeno sea reducido a 

superóxido por electrones que se fugan del complejo I al complejo III, dicho proceso 

se conoce como estrés reductivo); este radical es convertido a peróxido de 

hidrógeno por la enzima SOD, y este es convertido a radical hidroxil por metales 

iónicos, a su vez el superóxido reacciona con óxido nítrico y forma peroxinitrito. 

Estas especies producidas en gran cantidad agotan el sistema antioxidante y 

causan estrés oxidativo (Xiao & Loscalzo, 2019. 

Existen cinco vías glucolíticas que bajo condiciones hiperglicémicas tienen 

importancia sobre la generación de especies reactivas de oxígeno (Yan, 2014., 

Rosen, et al. 2001): 

1. Vía de la activación de la proteína cinasa C (PKC): la síntesis incrementada 

de diacilglicerol activa la PKC, lo que eleva los niveles de TGF-β1, endotelina- 

1, NF-κB y el factor de crecimiento endotelial-vascular, además de inducir la 

producción de especies reactivas de oxígeno por la NADPH oxidasa al 

catalizar la reducción del oxígeno molecular a superóxido, ya que la PKC 

induce la translocación de la subunidad p47phox hacia la membrana para 

activar a esta oxidasa. 

2. Productos de glicación avanzada (PGAs): involucra la formación de 

metilglioxal a partir de gliceraldehído-3-fosfato. El metilglioxal puede 

modificar proteínas a través de la glicación de aminoácidos, como la 

hemoglobina HbA1c, este proceso genera radicales libres y sobre regula la 

expresión de receptores de PGAs, lo que activa la vía de señalización de NF- 

κB y contribuye al desarrollo de inflamación crónica. 

3. Vía de la autooxidación del gliceraldehído: Durante la autooxidación del 

gliceraldehído, se genera peróxido de hidrógeno y α-cetoaldehídos. 

4. Vía Poliol: En esta vía, la glucosa es reducida a sorbitol mediante una 

aldolasa, el sorbitol se convierte a fructosa por una deshidrogenasa. En este 
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proceso el NADPH se convierte a NADP, lo que aumenta la concentración 

de NADH y reduce el radio NAD+/NADH, sin embargo, la enzima glutatión 

reductasa requiere de NADPH para regenerar GSH a partir de GSSG, al no 

haber NADPH suficiente, los niveles de GSH también disminuyen y la 

capacidad antioxidante se ve comprometida. 

5. Vía de la hexosamina: En esta vía se lleva a cabo la producción de 

glucosamina a partir de fructosa-6-fosfato mediante una amidotransferasa, 

GFAT, y el producto es convertido a UDP-N-acetilglucosamina, sustrato de 

la transferasa O-GlcNAc, la cual cataliza modificaciones postraduccionales 

en los residuos de serina y treonina de las proteínas. Esta vía está 

involucrada en la generación de estrés oxidativo y complicaciones diabéticas. 

 

 
El estrés oxidativo crónico contribuye a la progresión de la diabetes y al desarrollo 

de complicaciones como retinopatía, neuropatía, cardiomiopatía y nefropatía. 

Los pacientes diabéticos no controlados presentan un desequilibrio proteico 

general, es decir, el recambio proteico y las deficiencias dietarias disminuyen la 

disponibilidad de los aminoácidos cisteína y glicina para la síntesis de GSH, por lo 

tanto, los efectos del estrés oxidativo se ven promovidos por el descenso en el 

sistema antioxidante, sin embargo, se requieren estudios adicionales para evaluar 

los mecanismos de disponibilidad de aminoácidos en pacientes con diabetes 

(Sekhar, et al. 2011), además, se ha propuesto que el grado de hiperglicemia influye 

en la síntesis disminuida de glutatión, y que se ve influenciada por complicaciones 

microvasculares, lo cual también impacta sobre la actividad de las enzimas 

involucradas en ciclo redox del glutatión (Lutchmansingh, et al. 2018). 
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2. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 

 
 

La transformación social y económica como consecuencia de la globalización y 

factores culturales han modificado considerablemente la alimentación de los 

consumidores, propiciando hábitos alimentarios que impactan negativamente la 

salud de la población. Dichos efectos convergen en el desarrollo de enfermedades 

crónicas como la diabetes, la cual se va desarrollando a medida que las dietas 

hipercalóricas prevalecen en el sistema alimentario de un individuo durante gran 

parte de su vida. 

La diabetes implica alteraciones en el metabolismo de lípidos y carbohidratos. Ante 

el excedente energético se requiere una mayor actividad mitocondrial, provocando 

un incremento en la producción de estrés oxidativo por encima de los niveles 

basales, simultáneamente la eficiencia del sistema antioxidante disminuye 

provocando una mayor carga de radicales libres, los cuales pueden provocar daño 

al DNA, peroxidación de lípidos de membrana y daño a los organelos celulares. El 

hígado es uno de los principales órganos afectados en el síndrome diabetogénico, 

debido a la gran acumulación de lípidos en los hepatocitos y en el tejido visceral que 

lo rodea, alterando de esta manera sus funciones metabólicas. Debido al gran 

impacto de este proceso, se plantea la siguiente pregunta científica: 

¿El síndrome diabetogénico generado por el consumo de dietas hipercalóricas 

modifica el balance redox hepático? 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 
 

El desarrollo de enfermedades crónicas no transmisibles se ha incrementado con el 

paso del tiempo debido al consumo de dietas hipercalóricas de forma constante. En 

nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que una dieta hipercalórica – 

hiperglúcida favorece la aparición de resistencia a la insulina y progresión a 

síndrome diabetogénico en modelos animales. Los signos observados son similares 

a los que se presentan en el humano, siendo influenciado por diversos factores 

genéticos y ambientales. Los cambios metabólicos coincidentes afectan a diferentes 

tejidos, en particular el hígado es un órgano al cual se le ha puesto atención en los 

últimos años debido a que también desarrolla alteraciones metabólicas que 

impactan en el funcionamiento adecuado de todo el organismo. 

Las alteraciones metabólicas como dislipidemia, disglucemia y resistencia a la 

insulina establecen un ambiente diabetogénico y favorecen la producción de 

radicales libres y pueden cambiar el estado redox. El hígado es un tejido con un alto 

umbral de soporte oxidativo ya que posee una importante batería antioxidante, sin 

embargo, en alteraciones metabólicas crónicas estas pueden decaer y al mismo 

tiempo desembocar en patologías como hígado graso no alcohólico, 

esteatohepatitis, cirrosis, fibrosis y cáncer hepático, por lo que es imprescindible 

conocer cómo se afecta este balance redox en etapas tempranas de la patología. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

 
Evaluar el sistema redox hepático durante el síndrome diabetogénico en rata 

Wistar en etapa adulta. 

 
4.2 Objetivos específicos 

 
En ratas Wistar con síndrome diabetogénico: 

 
• Valorar el estado oxidativo hepático mediante la cuantificación de 

malondialdehído (MDA), 4-hidroxialquenales (4-HDA) y nitritos (NO2
-). 

 
• Estimar el estatus antioxidante hepático mediante la determinación de 

la actividad enzimática de la glutatión peroxidasa, glutatión transferasa 

y glutatión reductasa. 
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5. HIPÓTESIS 

 
• HIPÓTESIS NULA 

La dieta hipercalórica – hiperglúcida no favorece el desbalance del estado redox 

hepático en ratas con síndrome diabetogénico. 

 

• HIPÓTESIS ALTERNATIVA 

La dieta hipercalórica – hiperglúcida favorece el desbalance del estado redox 

hepático en ratas con síndrome diabetogénico. 
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

7.1 Animales de experimentación 

 
 

En este estudio se emplearon 20 ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial 

de 70 a 80 g, obtenidas del Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad 

Autónoma de Puebla. El manejo de los animales fue autorizado con el curso previo 

de Manejo de Animales de Laboratorio impartido por el bioterio, de acuerdo a los 

lineamientos del Comité para el Cuidado de los Animales de Laboratorio, el cual 

contempla los criterios establecidos por la Norma Oficial Mexicana 

“Especificaciones técnicas para la producción, uso y cuidado de animales de 

laboratorio” NOM-062-ZOO-199. Los animales fueron alojados en cajas de 

policarbonato con serrín y mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura 

(25 ºC), humedad y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. 

Los animales se pesaron continuamente hasta que alcanzaron los 100 g de peso, 

lo que equivale a 15 días de acondicionamiento. Posteriormente se dividieron en 

dos grupos asignados aleatoriamente a cada uno: el grupo control recibió una dieta 

normocalórica y el grupo problema recibió una dieta hipercalórica – hiperglúcida. 

 
 

 
Grupo N Duración de la dieta 

DNC 10 6 meses 

DHC 10 6 meses 

Tabla 1. Duración de la dieta en cada grupo. DNC: Dieta normocalórica, DHC: Dieta hipercalórica. 
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7.2 Dieta 

 

La dieta del grupo con dieta hipercalórica – hiperglúcida tiene la siguiente 

composición: 

 
 

Composición Porcentaje calórico 

(kcal/g) DNC 

Porcentaje calórico (kcal/g) DHC 

(MX/E/2013/047377) 

Proteína 13.02 7.95 

Grasa (extracto etéreo) 27.66 14.22 

Fibra cruda 2.95 0.00 

Carbohidratos 56.36 77.82 

Total 99.99 99.99 

Tabla 2. Composición de la dieta hipercalórica - hiperglúcida 

 
 
 

7.3 Obtención de la muestra sanguínea 

 
Se suspendió el alimento 4 a 5 horas antes de realizar la prueba. Tras anestesiar a 

las ratas (dosis de ketamina+xilazina 0.2 ml/100 g. vía intraperitoneal) se procedió 

a tomar muestra por punción intracardiaca y se les extrajo 700 μL de sangre 

(aproximadamente). Se recolectaron las muestras en un tubo eppendorf, enseguida 

se centrifugó la muestra a 8000 r.p.m. durante 10 minutos, se separó el suero y se 

resguardó a -70° C hasta su análisis. 

 

 
7.4 Obtención de los tejidos 

 
Después de la punción intracardiaca, se realizó una incisión en el abdomen de 

manera que queden expuestos los órganos, se realizó un corte en la arteria 

abdominal para el drenado sanguíneo y se colocó una cánula en la parte inferior 

izquierda del corazón para iniciar la perfusión con PBS hasta que los órganos no 

presentaron coloración rojiza. Se procedió a realizar un corte en los ligamentos del 

hígado (falciforme, ligamento triangular derecho e izquierdo, peritoneal, 

hepatoomental, hepatogástrico y hepatoduodenal) que unen los lóbulos al resto de 

los órganos digestivos. Cada hígado se almacenó inmediatamente en frascos de 
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plástico previamente etiquetados para su identificación y se mantuvieron en 

congelación a -70 ºC. 

7.5 Determinaciones bioquímicas: 

 
En los sueros obtenidos se procedió a la medición de: glucosa, insulina, triglicéridos, 

colesterol, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL y ácidos grasos libres. 

 

7.5.1 Determinaciones Séricas 

 
 

• Determinación de la concentración de glucosa sérica 

a) Fundamento 

 
La glucosa presente en la muestra origina un complejo coloreado que se cuantifica 

por espectrofotometría. 

 

Glucosa + ½ O2 +H2O 
Glucosa oxidasa 

Glucónico + H2O2 

2 H2O2 + 4 Aminoantipirina + Fenol 
Peroxidasa 

Quinonaimina + 4 H2O 

 
 

 

• Determinación de la concentración de insulina sérica 

a) Fundamento 

 
Ensayo Inmunoenzimométrico (Tipo 3): Los reactivos esenciales requeridos para un 

ensayo inmunoenzimométrico incluyen anticuerpos de una alta afinidad y 

especificidad (Ab), con epítopes de reconocimiento diferentes y distintos en exceso, 

enzima conjugada e inmovilizada, y antígeno nativo (Ag). En este procedimiento, la 

inmovilización toma lugar en la superficie del pozo en el microplato durante la 

interacción de streptavidina cubierto sobre el pozo y agregando exógenamente 

anticuerpo de insulina monoclonal biotinilado. Una vez mezclado el anticuerpo 

monoclonal biotinilado, el anticuerpo de enzima etiquetada y un suero que contiene 

el antígeno nativo, resulta una reacción entre el antígeno nativo y los anticuerpos, 

para formar un complejo de sándwich soluble. Simultáneamente, el complejo es 
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depositado en el pozo a través de la reacción de alta afinidad de streptavidina y el 

anticuerpo biotinilado. Después de que se obtiene el equilibrio, la fracción del 

anticuerpo-atado es separado del antígeno desatado por la decantación o la 

aspiración. La actividad enzimática en la fracción del anticuerpo-limite es 

directamente proporcional a la concentración nativa del antígeno. Utilizando 

diversas referencias del suero de los valores conocidos del antígeno, una curva de 

la reacción a cierta dosis puede ser generada de la cual la concentración del 

antígeno de un desconocido puede ser comprobada. 

 
 

• Determinación de la concentración de triglicéridos. 

a) Fundamento 

 
La concentración sérica de triglicéridos, se realiza por química líquida mediante 

reacciones acopladas que corresponden a una reacción coloreada que se evalúa 

por espectrofotometría, en la cual los triglicéridos se hidratan mediante una lipasa, 

mediante la cual se obtienen glicerol y ácidos grasos libres, el glicerol reacciona con 

ATP contenido en el reactivo reacción propiciada por la enzima glicerol cinasa, 

resultando glicerol-3-fosfato y ADP, el glicerol-3-fosfato se oxida por una reacción 

acoplada por una G-3-P-oxidasa dicha reacción tiene por productos 

dihidroxiacetona-P y peróxido de hidrógeno, este reacciona a su vez con 4- 

aminoantipirina y 4- clorofenol mediante una peroxidasa obteniéndose una reacción 

coloreada de quinonaimina que es medida a una longitud de onda de 505 nm. 

 

 

• Determinación del Colesterol 

a) Fundamento 

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado según la 

reacción siguiente: 
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La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de colesterol 

presente en la muestra ensayada 

 

 
• Determinación del Colesterol HDL 

a) Fundamento 

 
El colesterol de las proteínas de baja densidad (LDL), las de muy baja densidad 

(VLDL) y los quilomicrones es hidrolizado por la colesterol oxidasa mediante una 

reacción enzimática acelerada no formadora de color. El detergente presente en el 

reactivo solubiliza el colesterol de las lipoproteínas de alta densidad (HDL) de la 

muestra. El colesterol de HDL se cuantifica espectrofotométricamente mediante las 

reacciones acopladas descritas a continuación. El colesterol esterificado se hidrata 

mediante una colesterol esterasa, dando como resultado colesterol y ácidos grasos 

libres, el colesterol resultante sufre una semioxidación e hidratación por una 

colesterol oxidasa, dando como resultado colestenona y peróxido de hidrógeno, 

este se acopla a una reacción coordinada por una peroxidasa con 4-aminoantipirina 

y una solución buffer DSBmT obteniéndose como producto final quinonaimina, que 

presenta color y este es detectado por espectrofotometría a una longitud de onda 

de 505 nm. 

 
 

• Determinación del Colesterol LDL 

a) Fundamento 

Determinación directa del LDLc (colesterol de lipoproteínas de baja densidad) sin 

necesidad de pre-tratamiento o centrifugado de la muestra. 

La determinación se realiza en dos pasos: 

1º Eliminación de lipoproteínas no-LDL 
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2° Medición de LDLc 

 

 
La intensidad del color formado es proporcional a la concentración de LDLc presente 

en la muestra ensayada. 

 

 
• Determinación de ácidos grasos libres 

a) Fundamento 

 
El método se basa en la obra de W.C. Duncombe, el cual la extracción de los ácidos 

grasos libres de suero se realiza mediante el empleo de un solvente no polar como 

es el cloroformo, eliminando la interferencia de la bilirrubina por desarrollar el color 

final con ácido oxálico bis-(cyclohexylidenehydrazide), cCuprizona y midiendo la 

absorbancia a 620 nm, una parte del espectro dónde la bilirrubina no absorbe. 

(Soloni F, 1973). 
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• Cálculo de índices 

 
Para el cálculo del índice HOMA y sus derivados se consideran los valores de las 

concentraciones de insulina y glucosa plasmáticas en ayunas: 

 

Índice Fórmula 

HOMA-IR Glucosa x Insulina 
 

2430 

HOMA-S% 1 
X 100 

HOMA − IR 

HOMA-B% Insulina X 20 
− 3.5 

Glucosa X 18 

Índice de generación de 

insulina 

Insulina 
 

Glucosa 

Índice de disposición de 

insulina 

Indice de generación de insulina 
 

HOMA − IR 

Sensibilidad hepática a la 

insulina 

1000 
 

Glucosa 
x Insulina 

18 

Tabla 3. Fórmulas para calcular diversos índices a partir de la relación glucosa – insulina. 

 
 
 

Para el cálculo de los índices aterogénicos se consideran los valores de las 

concentraciones de triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL y 

colesterol VLDL: 

 

Índice Fórmula 

Índice de disfunción 

adipocitaria 

Triglicéridos 
log 

Colesterol HDL 

Índice aterogénico Colesterol total 
 

Colesterol HDL 

Índice de riesgo 

cardiovascular 

Colesterol LDL 
 

Colesterol HDL 

Índice de riesgo coronario Colesterol LDL + Colesterol VLDL 
 

Colesterol HDL 
Tabla 4. Fórmulas para el cálculo de índice aterogénicos. 
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7.5.2 Determinaciones en tejido hepático 

 
• Cuantificación de nitritos por el método de Griess (Chao et. al 1992; 

modificado por León Chávez, 1999) 

Fundamento: La producción de óxido nítrico fue estimada a través del contenido de 

ion nitrito (NO2
-) en los sobrenadantes de tejido utilizando el método de Griess, el 

reactivo de Griess se compone de volúmenes iguales de dihidrocloruro de n-1- 

naftiletilendiamino al 0.1% disuelto en agua destilada y sulfanilamida al 1.32% 

disuelta en ácido acético al 60%. La reacción colorimétrica fue inducida por la 

adición de 100 μL de reactivo de Griess a l00 μL del sobrenadante del tejido. Se 

ajustó la reacción a 1 mL con agua destilada. El producto de reacción fue leído en 

un espectrofotómetro a 540 nm. La concentración de NO2
- fue determinada 

interpolando la densidad óptica de las muestras en una curva estándar de NaNO2 

(0.5 a 10 μM), la cual fue determinada paralelamente en cada ensayo. La reacción 

de Griess se basa en la formación de un cromóforo por la reacción de sulfanilamida 

con nitrito en medio ácido, seguido de un acoplamiento con aminas bicíclicas tales 

como el N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro. (Chao C, 1992). 

• Determinación de Malondialdehído (MDA) y 4-hidroxialquenales (4- 

HDA) 

Fundamento de MDA y 4-HDA: Bajo condiciones de acidez y temperatura 

controlada (45 ºC), el 1-metil-2-fenilindol reacciona con malondialdehído (MDA) y 

con 4-hidroxialquenales (4-HDA) formando un cromóforo estable con una 

absorbancia máxima a 585 nm. Usando ácido metanosulfónico, MDA y 4-HDA 

pueden ser medidos a 585 nm, mientras que al usar ácido clorhídrico posibilita la 

medición específica de MDA en presencia de 4-hidroxialquenales. 
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• Determinación de los niveles de glutatión reducido y glutatión 

oxidado. (Irfan Rahman, et. Al. 2007) 

Determinación de glutatión reducido (GSH). Fundamento: 

El ensayo se basa en la reacción de GSH con el reactivo de Ellmam (DTNB), lo cual 

produce un cromóforo de TNB el cual tiene una absorbancia máxima a 412 nm y un 

aducto oxidado de glutatión-TNB (GS-TNB). La tasa de formación del TNB, medida 

a 412 nm, es proporcional a la concentración de GSH en la muestra. El producto 

GS-TNB es reducido por la glutatión reductasa (GR) en presencia de NADPH, 

reciclando el GSH para la reacción. Debido a que la GR reduce el glutatión oxidado 

formado en 2GSH, la cantidad de glutatión medido representa la suma del glutatión 

oxidado y reducido en la muestra ([GSH]total = [GSH] + 2 x [GSSG]). La variación en 

la absorbancia (ΔA412 nm min-1) debe ser lineal para que las mediciones sean 

consistentes, la linealidad es proporcional a la concentración total de GSH. La 

concentración de una muestra desconocida se determina calculándola con la 

ecuación linear o la curva de regresión lineal generada con varios estándares de 

GSH. 

Determinación de glutatión oxidado (GSSG). 

Fundamento: 

El ensayo de GSSG en extractos celulares se dificulta debido a que el radio 

GSH/GSSG es de 1:10, y la rápida oxidación de GSH tiende a alterar este radio en 

favor del GSSG. Por lo tanto, GSSG debe ser medido inmediatamente para evitar 

la oxidación. 

El método de reciclaje de la reductasa de glutatión oxidado es usado para la 

determinación de GSSG monitoreando el NADPH espectrofotométricamente 

mediante el método de Griffith. Los extractos celulares son tratados con 2- 

vinilpiridina, la cual reacciona con el glutatión reducido (GSH), el exceso de 2- 

vinilpiridina se neutraliza con trietanolamina. 
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Determinación de la actividad enzimática de Glutatión Reductasa. 

 

• Ensayo de Glutatión reductasa. 

Fundamento: 

La enzima glutatión reductasa es una enzima dependiente de NADPH que 

cataliza la reducción de glutatión oxidado (GSSG). El ensayo usando 5,5´- 

ditiobis(2-ácido nitrobenzoico) (DTNB) se basa en las siguientes reacciones: 

 

 

Este ensayo sigue la espectrofotométricamente la disminución de la absorbancia de 

NADPH a 340 nm. La especificidad del ensayo permite la cuantificación de la 

glutatión reductasa sin previa purificación. 

Determinación de la actividad enzimática de Glutatión peroxidasa 

 

• Ensayo de glutatión peroxidasa. Fundamento: 

 
La enzima glutatión peroxidasa es una selenoproteína que cataliza la siguiente 

reacción: 

ROOH + 2GSH → GSSG + ROH + H2O 

 
El ensayo es dependiente de la concentración de glutatión reducido, por lo tanto, se 

añade GR para el reciclaje de GSSG, además, la azida de sodio bloquea la actividad 

de la enzima catalasa. 

Determinación de la actividad enzimática de glutatión transferasa 

 
• Ensayo de glutatión transferasa. Fundamento: 

 
La enzima glutatión transferasa tiene un papel fisiológico en la detoxificación de 

agentes alquilantes. Estas enzimas catalizan la reacción de dichos compuestos con 

el grupo sulfhidrilo –SH del glutatión, neutralizando sus sitios electrofílicos y 

produciendo compuestos solubles en agua. Los conjugados de glutatión son 

metabolizados por escisión de los residuos de glutamato y glicina, seguido de una 
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acetilación de los grupos amino libres del residuo cistinil, para producir finalmente 

ácido mercaptúrico. 

 

 
7.6 ANÁLISIS DE DATOS 

 
Los resultados obtenidos en el grupo experimental se compararon con los obtenidos 

en el grupo control mediante la prueba “t” de Student, se consideraron diferencias 

estadísticamente significativas a un nivel de p < 0.05. 
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8. RESULTADOS 

 
8.1 Modelo animal con Síndrome Diabetogénico 

Para generar el síndrome diabetogénico, el grupo problema fue alimentado con una 

dieta hipercalórica – hiperglúcida durante 6 meses y posteriormente se procedió a 

cuantificar las concentraciones séricas de glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol 

total, colesterol HDL, LDL y VLDL para confirmar el modelo. 

La concentración de glucosa e insulina en el grupo con dieta hipercalórica fue mayor 

que en el grupo control, dicho aumento evidenció una diferencia significativa entre 

ambos grupos de 77% y 429%, respectivamente (figura 4A-B). Con estos datos se 

estimó el índice HOMA-IR (Homeostasis model assessment for insulin resistance, 

por sus siglas en inglés), con la fórmula del producto de la glucosa e insulina en 

ayuno dividido entre la constante 2430 (propia para modelos murinos), el grupo 

problema evidenció un incremento respecto al grupo control, con una diferencia 

significativa de 828% (figura 4C). Con estos resultados el modelo presenta un 

comportamiento característico del proceso diabetogénico. 

A partir de los resultados obtenidos de glucosa e insulina en ayunas, se calcularon 

los siguientes índices: 

El índice HOMA-B% (figura 5A) que valora la funcionalidad de la célula β 

pancreática, el cual incrementó significativamente en el grupo hipercalórico un 

222%, respecto al grupo control. Asimismo, el índice de generación de insulina 

incrementó un 191% (figura 5B) en el mismo grupo. También, se calculó en índice 

HOMA-S% (figura 5C), que nos permite estimar la sensibilidad a la insulina por los 

tejidos, y en particular para el tejido de interés se estimó el índice de sensibilidad 

hepática a la insulina (SHI, figura 5D), ambos índices disminuyeron 

significativamente un 89% respecto al grupo control, lo cual también fue consistente 

con la disminución del 60% del índice de disposición de insulina (figura 5E). 
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A 

Figura 4. Disglucemia y resistencia a insulina en el 
modelo de síndrome diabetogénico. Cuantificación 
de la concentración de glucosa (A) e insulina sérica (B) 
en animales de experimentación tras la exposición a 
una dieta hipercalórica-hiperglúcida durante 6 semanas 
(barra azul), y cálculo del índice HOMA-IR (C). Las 

barras representan la media  EEM de 10 experimentos 
independientes. El asterisco (*) indica diferencia 
significativa con respecto al grupo con dieta 

normocalórica (barra izquierda), p  0.05, prueba t de 
Student. DNC: dieta normocalórica, DHC: dieta 
hipercalórica 

 
 
 
 
 

B 
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Figura 5. Determinación de índices a partir de la glucemia e insulinemia en ayunas. (A) HOMA-B, (B) Índice de generación 
de insulina, (C) HOMA-S, (D) Sensibilidad hepática a la insulina, (E) Índice de disposición de insulina, de animales tras la 

exposición a una dieta hipercalórica-hiperglúcida durante 6 semanas (barra azul). Las barras representan la media  EEM de 10 
experimentos independientes. El asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al grupo con dieta normocalórica (barra 

izquierda), p  0.05, prueba t de Student. 

A D 



Página | 48  

Respecto a la cuantificación de lípidos, el grupo alimentado con la dieta 

hipercalórica incrementó en un 47% la concentración de triglicéridos y la fracción de 

colesterol VLDL, ambos significativos respecto al grupo control (Figura 6 A y E). 

Asimismo, la medición de ácidos grasos libres reflejó un incremento 

estadísticamente significativo de 195% en el grupo hipercalórico (Figura 6 B). Las 

mediciones de colesterol total y su fracción LDL del grupo DHC no mostraron 

diferencias entre grupos, a pesar de incrementar 6% y 25%, respectivamente 

(Figura 6 C y D). Por el contrario, las concentraciones de colesterol HDL 

disminuyeron aproximadamente 60% en este grupo, evidenciándose una diferencia 

estadísticamente significativa entre los grupos DNC y DHC (Figura 6 F). Los datos 

reflejan una dislipidemia clásica del síndrome diabetogénico. 
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Figura 6. Dislipidemia en un modelo con síndrome diabetogénico. Cuantificación de la concentración de Triglicéridos 
(A), ácidos grasos libres (B), colesterol total (C y lipoproteínas de baja, muy baja y alta densidad (D, E, F) en suero de 
animales de experimentación tras la exposición a una dieta hipercalórica-hiperglúcida durante 6 semanas (barra azul). Las 

barras representan la media  EEM de 10 experimentos independientes. El asterisco (*) indica diferencia significativa con 

respecto al grupo con dieta normocalórica (barra izquierda), p  0.05, prueba t de Student. 

B E 

C F 
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Por otra parte, a partir de los resultados de triglicéridos, colesterol total y 

lipoproteínas de alta y baja densidad se calcularon diferentes cocientes 

lipoproteicos; el índice de disfunción adipocitaria (figura 7A), calculado a partir de la 

relación logarítmica entre el valor de triglicéridos y lipoproteínas de alta densidad 

(HDL), el cual incrementó significativamente en el grupo con dieta hipercalórica en 

un 170%. Además, se sabe que las complicaciones diabetogénicas se asocian con 

disfunción cardiovascular, es por ello que se calculó el índice aterogénico (figura 

7B), riesgo cardiovascular (figura 7C), e índice de riesgo coronario (figura 7D), los 

cuales se encuentran significativamente incrementados en el grupo HCD en un 

133%, 213% y 226%, respectivamente, lo que refleja un desequilibrio entre los 

factores aterogénicos (triglicéridos, colesterol total, LDL, VLDL) y antiaterogénicos 

(HDL). 

A C 

 
 

B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Determinación de índices lipoproteicos. (A) Índice de disfunción adipocitaria, (B) Índice aterogénico, (C) Índice de riesgo 
cardiovascular, (D) índice de riesgo coronario, de animales tras la exposición a una dieta hipercalórica-hiperglúcida durante 6 

semanas (barra azul). Las barras representan la media  EEM de 10 experimentos independientes. El asterisco (*) indica diferencia 

significativa con respecto al grupo con dieta normocalórica (barra izquierda), p  0.05, prueba t de Student. 

D 
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8.2 Evaluación del estado redox en hígado 

 
8.2.1 Estado pro oxidante. 

 
Después de caracterizar y validar el modelo diabetogénico, en biopsias de hígado 

se realizaron mediciones de los productos de la peroxidación de lípidos (MDA y 

4HD) y producción de nitritos tanto en el grupo control como en el grupo con dieta 

hipercalórica. 

Los resultados mostraron que después de 6 meses de dieta hipercalórica existe un 

incremento estadísticamente significativo en las concentraciones de 

malondialdehído y nitritos en muestras de hígado, en un 72% y 52% 

respectivamente, excepto en la cuantificación de 4-hidroxialquenales aunque el 

incremento fue del 69%, en comparación con el grupo control (figura 8). Por lo que, 

se consideró que la dieta hipercalórica logró promover un estado oxidativo en 

hígado. 

 

B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Evaluación del estado pro oxidante. Cuantificación de la concentración de malondialdehído (A), 4-hidroxialquenal 
(B) y nitritos (C) en tejido hepático de animales de experimentación tras la exposición a una dieta hipercalórica-hiperglúcida 

durante 6 semanas (barra azul). Las barras representan la media  EEM de 10 experimentos independientes. El asterisco (*) 

indica diferencia significativa con respecto al grupo con dieta normocalórica (barra izquierda), p  0.05, prueba t de Student. 

A C 
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A 

B 

8.2.2 Estado anti oxidante 

 
Para evaluar el estado anti oxidante hepático se cuantificaron los niveles de 

glutatión oxidado (GSSG), glutatión reducido (GSH) y se calculó el índice 

redox. 

La concentración de GSH en el grupo problema se mantuvo en concentración 

similar a la del grupo control. Por el contrario, el grupo expuesto a la dieta 

hipercalórica incrementó significativamente su concentración de GSSG 

respecto al grupo control, aproximadamente de un 32%. El cálculo del índice 

redox que es un indicador del ambiente celular (figura 9), presentó una 

disminución del 46% en el grupo con dieta hipercalórica respecto al grupo 

control, sin embargo, en análisis estadístico no reflejó una diferencia entre 

grupos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 9. Evaluación del sistema antioxidante: Glutatión y estimación del radio 2GSH/GSSG. Cuantificación de 
la concentración de glutatión reducido GSH (A), glutatión oxidado (GSSG) y cálculo del índice 2GSH/GSSG a partir de 
mediciones anteriores en tejido hepático de animales de experimentación tras la exposición a una dieta hipercalórica- 

hiperglúcida durante 6 semanas (barra azul). Las barras representan la media  EEM de 10 experimentos 
independientes. El asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al grupo con dieta normocalórica (barra 

izquierda), p  0.05, prueba t de Student. 

C 



Página | 53  

Para mantener un estado de baja oxidación celular, las enzimas antioxidantes 

juegan un papel importante en el mantenimiento de las concentraciones de GSH. 

Específicamente la glutatión reductasa (GR), glutatión transferasa (GT) y glutatión 

peroxidasa (GPx participan en la dinámica del glutatión oxidado y reducido (figura 

10A, 10B, 10C, respectivamente). En tejido hepático se evalúo la actividad de dichas 

enzimas para determinar su capacidad frente al estrés oxidativo. 

La actividad de glutatión reductasa fue menor en el grupo con dieta hipercalórica 

que el grupo control, la disminución fue de aproximadamente 25%, existiendo una 

diferencia estadísticamente significativa entre los grupos. La actividad de glutatión 

transferasa disminuyó un 11% en el grupo problema, sin embargo, el análisis 

estadístico no mostró diferencia significativa. Finalmente, en el grupo problema se 

presentó un aumento estadísticamente significativo de la actividad de la enzima 

glutatión peroxidasa, aproximadamente un 173% respecto al grupo control. 

 

Figura 10. Evaluación del estado anti oxidante. Cuantificación de la actividad de GR (A), GT (B) y GPx (C) en tejido 
hepático de animales de experimentación tras la exposición a una dieta hipercalórica-hiperglúcida durante 6 semanas (barra 

azul). Las barras representan la media  EEM de 4 experimentos independientes. El asterisco (*) indica diferencia significativa 

con respecto al grupo con dieta normocalórica (barra izquierda), p  0.05, prueba t de Student. 

A C 

B 
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9. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 
9.1 Características clínicas del Síndrome Diabetogénico 

 
La diabetes tipo 2 es un problema de salud pública mundial que va en aumento en 

las poblaciones que consumen productos con altas cantidades en carbohidratos 

ultra-procesados, lo cual forma parte de su alimentación día a día. Además, el 

sedentarismo que es un aspecto que acompaña al riesgo de desarrollo de las 

enfermedades metabólicas es ocasionado por falta de educación nutricional y 

deportiva. Se ha estimado que para el año 2045 existirá un aumento de 693 millones 

de personas con diabetes en el mundo (Cho, et al. 2018). También es conocido que 

la diabetes, es una condición con la cual aumenta el riesgo de padecer 

enfermedades crónico-degenerativas, resultando en un mayor gasto en cuidados 

de la salud (Baena-Díez, et al. 2016). Ante un exceso calórico, es importante 

conocer los mecanismos por los cuales las alteraciones metabólicas a nivel de 

carbohidratos y lípidos pueden generar modificaciones celulares que conllevan al 

mal funcionamiento de los tejidos. Para ello se ha diseñado una dieta hipercalórica- 

hiperglúcida específicamente para murinos, de manera que se desarrolle un modelo 

animal con síndrome diabetogénico que pueda reproducir las características 

principales de la enfermedad. 

La dieta LabDiet 5001 (normocalórica) se suministró al grupo control, la cual 

contiene 28.67 % de proteína, 13.38 % de grasa y 57.94 % de carbohidratos 

(LabDiet, 2020). La dieta hipercalórica (Patente: MX/E/2013/047377), compuesta 

por un 7.3 % de proteína, 5.8 % de grasa y 71.4% de carbohidratos, de los cuales 

el 80 % corresponde a glucosa y el 20 % a fructosa, fue administrada al grupo HCD. 

Este tipo de dieta, se ha descrito que incrementa la actividad lipogénica y por tanto 

la novo síntesis hepática de lípidos, asimismo, altera la síntesis de glucógeno en el 

órgano. En dietas similares se ha observado un incremento de la actividad de la 

deshidrogenasa glucosa-6-fosfato, liasa citrato adenosínatrifosfato y sintasa de 

ácidos grasos, lo cual puede contribuir a la hiperlipidemia asociada a la alimentación 

alta en carbohidratos (Lewis, et al. 2006). 
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El modelo animal con síndrome diabetogénico fue alimentado con dieta hipercalórica 

durante seis meses, al final de este período se tomaron muestras sanguíneas en 

ayuno y se analizaron para caracterizar los efectos sobre el metabolismo de los 

carbohidratos y lípidos, en los resultados se observó una marcada hiperglucemia e 

hiperinsulinemia, lo cual coincide con lo anteriormente reportado por Treviño y 

colaboradores (Treviño, et al. 2015). 

Diversos grupos de investigación han experimentado con dietas altas en fructosa y 

altas en grasa, sin embargo, las mediciones de glucosa en ayunas no reflejan 

hiperglicemias similares a las que se presentan en el síndrome diabetogénico, en 

cambio, pueden reproducir un estadio de pre-diabetes (Khadke, et al. 2019., 

Hazarika, et al. 2017., Wong, et al. 2018). No obstante, no se ha estandarizado una 

dieta con las proporciones adecuadas de macronutrientes, así como la duración de 

la ingesta que puedan reproducir un modelo de diabetes, debido a que varía la 

especie del roedor, las condiciones a las que son sometidos y el tipo de dieta que 

consume la población en estudio; por lo que se considera que este modelo 

alimentado con dieta hipercalórica-hiperglúcida reproduce las características 

principales de la alteración del metabolismo de carbohidratos en el síndrome 

diabetogénico en la población de estudio. 

La regulación de la concentración plasmática de glucosa en ayuno y durante el 

postprandio se lleva a cabo mediante diferentes procesos: Los mecanismos que 

regulan la concentración plasmática de glucosa en ayuno y durante el postprandio 

son diferentes: en el ayuno, la glucosa se mantiene en niveles clínicamente 

normales debido a que durante la noche existe un balance entre la secreción de 

insulina, la producción de glucosa hepática y la captura de insulina por el hígado, 

músculo, tejido adiposo y cerebro (Sheehan, J.P. 2004), por el contrario, el aumento 

en la eliminación hepática de la insulina, la disminución en la eliminación periférica 

de la insulina, cambios en la secreción de la hormona de crecimiento y cortisol, y la 

producción temprana de catecolaminas contribuyen al incremento de la producción 

de glucosa hepática y la disminución de la captura por tejidos periféricos, 

provocando hiperglicemia (Ohashi, et al. 2018). En individuos sanos, durante el 
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postprandio se secretan incretinas intestinales como GLP-1 (péptido similar a 

glucagon, por sus siglas en inglés) y GIP (péptido inhibitorio gástrico, por sus siglas 

en inglés) que estimulan la secreción de insulina de la célula β pancreática, cuyo 

efecto es inhibir la gluconeogénesis hepática y la glucogenólisis e incrementar la 

captura de glucosa en el músculo, además GLP-1 suprime la secreción de glucagon 

de las células α-pancreáticas, sin embargo, en individuos con alteraciones como el 

síndrome diabetogénico, los niveles de glucosa se incrementan durante el 

postprandio debido a la deficiencia de amilina, GIP y GLP-1, no se estimula la 

secreción de insulina y no se inhibe la secreción de glucagon, por lo tanto, la glucosa 

endógena y la ingerida entran a la circulación más rápido de lo que los órganos la 

pueden remover, provocando elevaciones prolongadas de la glucosa plasmática 

(Abdul-Ghani., 2006, Gerish, 2013., Hiyoshi, et al. 2019). 

Además de la hiperglucemia, la hiperinsulinemia en ayuno es una característica de 

la resistencia por parte de los tejidos insulino-dependientes, que se presenta en la 

obesidad y en desregulaciones metabólicas como la diabetes mellitus tipo 2 

(Thomas, et al. 2019). El consumo de una dieta diabetogénica de manera crónica 

genera interacciones hormonales desde el tracto gastrointestinal que de manera 

progresiva conllevan al desarrollo de hiperinsulinemia: el páncreas produce más 

insulina para compensar el incremento de glucosa debido a una falla en la 

señalización, la hiperinsulinemia persistente acelera la endocitosis del receptor de 

insulina, lo que disminuye su disponibilidad en la membrana plasmática (Hall, et al. 

2020), además disminuye las proporciones de la isoforma corta (de alta afinidad a 

la insulina) e incrementa la isoforma larga (de baja afinidad) (Shanik, et al. 2008). 

Es importante considerar que la hiperinsulinemia es el principal factor que causa 

resistencia a la insulina en el tejido hepático bajo condiciones de exceso de 

nutrientes, debido a la regulación negativa de la señalización de insulina-Akt, sin 

embargo, en sujetos obesos con hiperinsulinemia, la conversión de glucosa a lactato 

en el músculo esquelético provee el sustrato para la gluconeogénesis y producción 

hepática de glucosa (Czech, M.P. 2017) 
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A nivel neurológico, la alta concentración de insulina disminuye el aclaramiento de 

dopamina y captura mediante la vía hedónica, lo que estimula el consumo de 

alimento y mantiene el estado hiperinsulinémico, la insulina actúa como un 

antagonista de la leptina e interfiere con la transducción de señales en el 

hipotálamo, generado resistencia a la leptina y como consecuencia disminuye el 

gasto energético, incrementa el apetito y la ganancia de peso (Lustig, R.H. 2006). 

La evaluación de índices que involucran las concentraciones de glucosa e insulina 

en ayunas nos permiten visualizar el entorno en el que se desarrollan las 

alteraciones metabólicas a nivel del metabolismo de carbohidratos. 

El índice HOMA-IR, calculado a partir de las mediciones de glucosa plasmática e 

insulina en ayunas, está relacionado con el mecanismo de retroalimentación de 

glucosa sobre las células β-pancreáticas para estimular la secreción de insulina 

(Ghosh & Collier, 2012). Nuestros resultados muestran que en el grupo alimentado 

con dieta hipercalórica, la hiperglicemia en ayunas es la manifestación clínica de la 

producción incrementada de glucosa hepática en ayunas debido a una falla en la 

señalización de insulina (Lee & Halter, 2017), puesto que a mayor concentración de 

glucosa, mayor es la cantidad de insulina que tiene que secretar el páncreas para 

reestablecer los niveles de glucosa a la normalidad, lo que se refleja en el 

incremento del índice HOMA-IR. A nivel molecular, los niveles incrementados de 

insulina pueden aumentar la internalización de su receptor para su reciclaje o 

degradación, dejando un número menor de receptores en la membrana que impide 

que altas concentraciones de glucosa puedan ingresar a la célula (Gutiérrez, et al. 

2017), limitando la síntesis y almacén de glucógeno durante el postprandio, lo que 

conlleva a la expresión de PEPCK para activar la vía gluconeogénica, contribuyendo 

así al estado hiperglicémico. Por otra parte, el hiperinsulinismo promueve la 

disminución de la señalización de insulina, puesto que se fosforilan residuos de 

serina 307 o 312 del IRS y/o del receptor, a través de la activación de cinasas de 

estrés como cJUN, IKKβ y a su vez disminuye la fosforilación de los residuos de 

tirosina, reduciendo la interacción con la PI3K y la activación de Akt (Aguirre, et al. 

2001). 
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Uno de los principales índices es el HOMA-B% que evalúa la función de la célula β 

pancreática. En el grupo con dieta hipercalórica se observó un incremento respecto 

al grupo control, lo que refleja una sobreproducción de la hormona insulina para 

regular los niveles de glucosa, esta respuesta se mantiene por la retroalimentación 

entre el páncreas endócrino hiperfuncional y el hígado, para corroborar el 

desbalance entre la producción de insulina en respuesta a la glucosa, se calculó el 

índice de generación de insulina, siendo alto en el grupo con dieta hipercalórica 

debido al hiperinsulinismo en respuesta a la hiperglicemia. 

En diferentes estudios se recomienda evaluar y reportar tanto el HOMA-B% como 

el HOMA-S% para proporcionar información útil que permita visualizar el panorama 

del metabolismo de la glucosa (Wallace, et al. 2004., Ghasemi, et al. 2015). El índice 

HOMA-S% estima la sensibilidad a la insulina, el cual fue menor en el grupo 

experimental que en el grupo control, lo que indica que los tejidos insulino- 

dependientes no pueden captar la glucosa debido a la acción disminuida de la 

insulina, lo cual se corrobora con el índice de disposición de insulina, también 

reducido en el grupo experimental, es decir, que disminuye la cantidad de insulina 

utilizada por el hígado, músculo y tejido adiposo. Se han realizado investigaciones 

en ratas Wistar con síndrome metabólico y dietas altas en grasa, donde también se 

observa la tendencia del incremento del HOMA-B%, la disminución de HOMA-S% y 

la resistencia insulínica, lo que se le atribuye a las características de la dieta y al 

incremento del 40% de calorías (Ehrampush, et al. 2016). Sin embargo, estos 

índices no diferencian entre la sensibilidad a la insulina hepática o periférica, para 

ello se determinó el índice de sensibilidad hepática a la insulina, el cual también fue 

menor respecto al grupo control, cuya significancia clínica establece que a mayor 

producción de glucosa hepática en ayuno, mayor es la cantidad de insulina 

secretada, y por lo tanto, mayor es la severidad de la resistencia hepática a la 

insulina en este órgano. 

En sujetos con resistencia insulínica se ha documentado el incremento de la 

producción de glucosa así como la lipogénesis: durante la progresión de este 

estadio la insulina no es capaz de suprimir la gluconeogénesis hepática y continúa 
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con la síntesis de lípidos, a su vez, los ácidos grasos libres son capturados por los 

hepatocitos y convertidos a acetil-CoA, la cual activa a la enzima piruvato 

carboxilasa de la vía gluconeogénica, de esta manera se promueve la hiperglicemia 

y la hipertrigliceridemia como mecanismos compensatorios, por lo cual se ha 

relacionado a la resistencia hepática a la insulina con el desarrollo de aterosclerosis 

(Biddinger, et al. 2008). 

La resistencia hepática a la insulina involucra alteraciones en diferentes reacciones 

metabólicas. Particularmente involucra la alteración en el metabolismo lipídico, en 

nuestro modelo con síndrome diabetogénico se reveló una dislipidemia 

caracterizada por el incremento de ácidos grasos libres, debido a que la insulina no 

ejerce un efecto antilipolítico en tejido adiposo, por lo tanto existe un exceso de 

ácidos grasos libres derivados de la lipólisis, estos son capturados y oxidados por 

los hepatocitos para proveer energía para la producción de glucosa tanto en ayuno 

como en el postprandio, debido a la transcripción de enzimas gluconeogénicas. Por 

otra parte, la acumulación de diacilglicerol inicia una cascada de activación de 

proteínas cinasas responsables de la resistencia insulínica, promoviendo la síntesis 

y acumulación de ceramidas que también contribuyen a esta alteración a nivel de la 

fosforilación de Akt. Además, se ha comprobado que existe un desbalance entre la 

captura de los ácidos grasos en el músculo, promoviendo la acumulación de 

intermediarios lipídicos como diacilglicerol, ácidos grasos, acil-CoA y 

triacilgliceroles, lo que incrementa la concentración de NEFA (ácidos grasos no 

esterificados, por sus siglas en inglés) en circulación y el flujo de estos hacia el 

hígado (Hegarty, et al. 2002). 

En el grupo con dieta hipercalórica, se evidenció un incremento en la concentración 

de triglicéridos respecto al grupo control, el origen de la hipertrigliceridemia 

comienza desde el aumento en la producción de lipoproteinas, a la cuales se les 

transfieren triacilgliceroles al estar incrementada la expresión de MTP (Hogue, et al. 

2007) y también disminuye la actividad de la enzima LPL (lipoprotein lipasa) que se 

encarga del catabolismo de estas (Laatsh, et al. 2009). Durante la progresión de la 

resistencia a la insulina, disminuye la actividad de la enzima lipoprotein lipasa, lo 
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que altera el metabolismo de las lipoproteínas ricas en triglicéridos e incrementa su 

concentración en la circulación, haciendo susceptibles a otros tejidos con una 

capacidad limitada para la acumulación, como el hígado, músculo, páncreas, 

corazón y vasos sanguíneos. 

El incremento de la concentración del colesterol VLDL en el grupo con síndrome 

diabetogénico reflejan la alteración del metabolismo de lipoproteínas, que pueden 

explicarse a partir de la reducida acción de la insulina con respecto a la formación 

de lipoproteínas de alta, baja y muy baja densidad, estas últimas son cruciales en 

el desarrollo de la dislipidemia aterogénica de la diabetes. Dichas alteraciones 

incluyen el aumento de la secreción de VLDL hepáticas y su mayor tiempo de 

eliminación sobre moléculas clave que intervienen en el proceso catabólico: durante 

la resistencia hepática a la insulina el incremento de ácidos grasos libres se debe, 

específicamente, a una disminución de la inhibición de la hormona sensible a lipasa 

(HSL) en el tejido adiposo, promoviendo la lipólisis de los triacilgliceroles 

almacenados y aumentando la secreción de NEFA hacia el torrente sanguíneo, 

donde viajan y vuelven a ser sintetizados en triacilgliceroles en el hígado, y son 

sustrato para la formación de VLDL, debido a que la insulina vía PI3K no inhibe el 

proceso de ensamblaje de las partículas VLDL, por el contrario, aumenta la 

producción de VLDL1 (Vergés, 2015), lo cual se conoce como “paradoja de los 

lípidos”, debido a la señalización y lipogénesis redundante que se mantiene tanto 

por la cascada de la proteína de unión y regulación a esteroles (SREBP), como a la 

de carbohidratos (ChREBP). En condiciones de hiperglucemia, se genera el entorno 

ideal para la glicación de las apolipoproteínas de VLDL, lo que reduce su unión al 

receptor ApoB/E impidiendo su catabolismo (Taskinen, 2003). 

Al estar incrementada la producción de VLDL1, se promueve el enriquecimiento de 

triglicéridos de las partículas HDL mediado por CETP, lo que potencia el 

catabolismo de HDL y su disminución en circulación, puesto que son sustrato para 

la lipasa hepática, este desbalance proaterogénico - antiaterogénico se corrobora 

con la disminución del colesterol HDL en el grupo experimental, dichas partículas 

no sólo disminuyen en número, sino también en tamaño haciéndola menos 
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funcional, sin embargo existe una subespecie de HDL llamada HDL3 que está 

asociada con los niveles de triglicéridos e insulinorresistencia, por otra parte la 

hidrólisis de los triglicéridos contenidos en las HDL induce la disociación de ApoAI, 

favoreciendo su filtrado y catabolismo renal (Cuevas & Alonso, 2016). 

En cambio, el colesterol LDL no aumentó significativamente en el grupo 

experimenta, aunque los niveles pueden ser normales, el tamaño de la lipoproteína 

puede estar reducido e incrementar el número de partículas LDL pequeñas, debido 

a su tamaño pueden atravesar fácilmente las paredes de las arterias, tienen menos 

afinidad al receptor de LDL y más tiempo de vida media en circulación, lo que les 

confiere su capacidad aterogénica, y por lo tanto, su cuantificación aporta más 

información para establecer el riesgo cardiovascular (Hirano, T. 2018). Por otra 

parte, también puede disminuir su catabolismo por falta de receptores LDL B/E en 

la superficie celular y acumularse en las paredes arteriales, donde también la ApoB 

puede ser glicada como consecuencia de la hiperglicemia, además, de que su 

contenido lipídico es susceptible a la oxidación, lo que disminuye su afinidad al 

receptor haciéndolas quimioatrayentes para monocitos, los cuales amplifican el 

proceso inflamatorio arterioesclerótico. Además, existen LDL pequeñas y densas 

con un potencial aterogénico mayor que las LDL grandes (Taskinen, 2003., 

Mooradian, 2008). 

Es por ello que la dislipidemia es otra característica importante del síndrome 

diabetogénico. Estudios recientes mencionan que el aumento en las lipoproteínas 

ricas en triglicéridos así como la disminución del colesterol HDL son factores de 

riesgo de enfermedad cardiovascular en individuos con diabetes (Leon & Maddox, 

2015., Reiner, et al. 2017., Rana, et al. 2017). 

Las complicaciones que surgen a medida que se prolonga la dislipidemia durante el 

síndrome diabetogénico, a raíz de las alteraciones en el metabolismo hepático, 

promueven el desarrollo de arterioesclerosis y problemas cardiovasculares. A partir 

de los factores lipoproteicos aterogénicos y antianterogénicos se calcularon índices 

que nos permiten establecer el riesgo de desarrollar complicaciones aterogénicas. 
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El índice de resistencia por disfunción adipositaria se calcula a partir de la relación 

logarítmica de los triglicéridos y el colesterol HDL, y representa el balance entre las 

lipoproteínas aterogénicas y protectoras; en el grupo con dieta hipercalórica se 

incrementó este índice respecto al grupo control, se ha propuesto que por encima 

de 0.5 es el punto de corte que indica riesgo aterogénico (Dobiás̆ ová & Frohlich, 

2001) el origen de este desbalance es la resistencia a la insulina al estar disminuida 

la acción de la insulina en el tejido adiposo, lo que se refleja en la hipertrigliceridemia 

y disminución de colesterol HDL. 

La relación entre el colesterol total y el colesterol HDL es un índice aterogénico, 

también llamado índice de Castelli, junto con el índice de riesgo cardiovascular (que 

resulta a partir de la relación de colesterol LDL entre colesterol HDL) son indicadores 

de riesgo vascular con alto valor predictivo (Munoz, 2009). En el grupo experimental 

incrementaron ambos índices, debido a que las lipoproteínas aterogénicas están 

enriquecidas principalmente por triglicéridos, mientras que las partículas HDL 

acarrean más triglicéridos y al ser hidrolizadas por la lipasa hepática, producen LDL 

y HDL densas y pequeñas, las cuales están asociadas al riesgo de enfermedad 

cardiovascular (Jung & Choi, 2014). Además, el índice de riesgo coronario 

(calculado a partir de la relación de la suma de LDL-C y VLDL-C, entre HDL-C) 

también se encuentra incrementado en el grupo experimental, haciéndolo 

susceptible al desarrollo de una enfermedad coronaria, ocasionada por la 

acumulación de placas lipídicas, las cuales son formadas por la acumulación de LDL 

oxidadas que atraen monocitos que penetran la íntima y maduran a macrófagos 

formando células espumosas, los linfocitos T amplifican la respuesta inflamatoria y 

promueven la formación de células de músculo liso que producen componentes de 

la matriz extracelular. Los resultados concuerdan con lo ya reportado por Kiyoshi 

(Kiyoshi, et al. 2018) en un modelo de diabetes inducida con estreptozotocina, en la 

que también existe el riesgo aterogénico en el que la hiperlipidemia e hiperglucemia 

contribuyen a la glicación del colesterol LDL haciéndolo susceptible a la oxidación 

en la capa subendotelial. 
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Por otro lado, bajo condiciones de hiperglicemia prolongada los hepatocitos 

perivenosos intensifican la expresión de receptores de insulina para captar la 

glucosa y posteriormente se llevan a cabo cinco vías derivadas de la vía glucolítica 

como: vía de los polioles, vía de la hexosamina, vía de la activación de la proteina 

cinasa C, productos de glicación avanzada y la vía de autooxidación del 

gliceraldehído, las cuales son fuentes de especies reactivas de oxígeno que también 

pueden inducir resistencia a la insulina en el tejido hepático (Yan, 2014) Además, el 

incremento del flujo de ácidos grasos libres al hepatocito perivenoso sobrecarga el 

proceso de β-oxidación lo que conlleva a la disfunción mitocondrial y también 

pueden ser sustratos para la generación de especies lipotóxicas (Z. Chen, et al. 

2020), dichos procesos crean un entorno oxidativo que perpetúa el ciclo de 

resistencia insulínica y el desarrollo de hígado graso no alcohólico. No obstante, la 

β-catenina es un factor determinante de la plasticidad metabólica que permite la 

adaptación del hígado a los diferentes estados de alimentación o privación de 

alimento y exceso calórico (Behari, et al. 2014), lo que le confiere un papel 

importante en la zonación metabólica y la flexibilidad de los hepatocitos periportales 

o perivenosos al metabolismo de carbohidratos y lípidos (Cook, et al. 2015). 

La disminución en la oxidación de glucosa después de ingerir alimentos, refleja la 

alteración en la señalización de la insulina como consecuencia de la inflexibilidad 

metabólica, la cual aparece desde el inicio de la intolerancia a la glucosa, lo que 

contribuye al desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina. El incremento en la 

tasa de oxidación de sustratos inhibe la oxidación de la glucosa y el catabolismo de 

los aminoácidos de cadena ramificada y viceversa, para prevenir la congestión 

mitocondrial cuando el consumo de ATP es bajo, dicha alteración sucede cuando la 

sobrenutrición es prolongada y ocasiona una sobrecarga mitocondrial que impide la 

señalización, lo que causa una afluencia constante de sustratos excedentes que 

saturan las vías donde convergen para seguir la ruta de producción de ATP. Este 

tráfico mitocondrial provoca el incremento del potencial de membrana y la 

acumulación de electrones que se desvían hacia la producción de especies 

reactivas de oxígeno (Muoio, D.M. 2014) 
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9.2 Sistema redox hepático 

 
Usualmente las dietas para roedores contienen un 4% de sacarosa y menos de 

0.5% de fructosa, sin embargo, es posible modificarla configurando la cantidad de 

carbohidratos para promover alteraciones metabólicas con diferentes niveles de 

estrés oxidativo (Görlach, et al. 2015). Una vez confirmado el modelo de síndrome 

diabetogénico, se procedió a la evaluación del estado redox hepático, debido a que 

en la mitocondria, durante la ingesta calórica excesiva de glucosa y ácidos grasos, 

se promueve una hiperactividad de la fosforilación oxidativa que conlleva a la 

producción de superóxido y el desarrollo de estrés oxidativo (Saha, 2017). 

En el grupo con dieta hipercalórica-hiperglúcida se observó un incremento de los 

niveles de malondialdehído (MDA), un producto de la lipoperoxidación en el lisado 

de tejido hepático. Este proceso se lleva a cabo cuando las especies oxidantes 

derivadas del oxígeno atacan a los lípidos que contienen dobles enlaces, 

particularmente a los ácidos grasos poliinsaturados de la membrana celular, 

abstrayendo un hidrógeno e insertando oxígeno con la consecuente formación de 

radicales peroxil o hidroperóxidos, los cuales continúan propagando reacciones en 

cadena debido a su inestabilidad (Ayala, et al. 2014), en comparación con la de los 

radicales libres, estos pueden difundir a través de las membranas y unirse mediante 

enlaces covalentes a cualquier proteína citoplasmática o nuclear. Zarkovic y 

colaboradores (Zarkovic, et al. 2013), han publicado un listado de las proteínas 

involucradas en la patofisiología de enfermedades y su relación con la peroxidación 

lipídica. Se ha reportado que a una tasa mediana o alta de lipoperoxidación, la 

extensión del daño oxidativo sobrepasa la capacidad antioxidante y reparadora, 

induciendo apoptosis o necrosis de la célula (Gallelli, et al. 2018). En el grupo 

experimental, no hubo un incremento significativo en la concentración de 4- 

hidroxialquenales (4-HDA), estos también se generan a partir de la peroxidación 

lipídica de la membrana y el ácido araquidónico, y reaccionan con los grupos tiol y 

amino de la cisteína, histidina o lisina, de esta manera también pueden modificar la 

estructura de la insulina e influir en el desarrollo de resistencia a la insulina y 

diabetes (Pillon, et al. 2011). Jaganjac y colaboradores (2013), han descrito que 
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también actúan como segundos mensajeros de los radicales libres y, debido a su 

citotoxicidad, están involucrados en la patogénesis de la diabetes mellitus, sin 

embargo, otro grupo de investigación estudió un modelo animal con ingesta de una 

dieta alta grasas y concluye que la lipoperoxidación no es un prerrequisito para el 

desarrollo de obesidad, pero contribuye a la aparición de otras alteraciones como la 

inflamación de bajo grado (Sohet, et al. 2009), presente en las alteraciones 

metabólicas por insulina. Por lo tanto, el incremento de MDA y el incremento no 

significativo de 4-HDA son similares con lo anteriormente reportado. Los productos 

de la lipoperoxidación pueden inhibir la ciclooxigenasa, la proteína 2 de 

desacoplamiento mitocondrial y dañar las membranas mitocondriales, alterando el 

funcionamiento de la cadena transportadora de electrones, además, la cardiolipina 

es susceptible al daño oxidativo, lo cual está asociado con la desestabilización de 

los supercomplejos y la inducción de la apertura del poro de transición de 

permeabilidad mitocondrial, lo que podría conducir a la apoptosis (Masarone, et al. 

2018) 

El óxido nítrico (NO) es un regulador central del metabolismo energético así como 

de la composición corporal, sin embargo su biodisponibilidad puede verse afectada 

en modelos animales con obesidad inducida por dietas altas en grasa, como en el 

modelo desarrollado por Sansbury & Hill (2014). La cuantificación del óxido nítrico 

fue estimada con un método indirecto a partir de los nitritos presentes en la muestra, 

puesto que la vida media del óxido nítrico es corta y es rápidamente metabolizado 

(Thomas, et al. 2001). En el grupo experimental se observó un incremento del ion 

nitrito (NO2
-) respecto al grupo control, se ha reportado que la hiperglicemia favorece 

el incremento en la expresión de sintasa de óxido nítrico inducible (NOS2) vía NF- 

κB, lo que también incrementa la generación de óxido nítrico (Manna, et al. 2010) y 

favorece la interacción entre el NO y el superóxido, lo que produce peroxinitrito, un 

radical que también participa en la peroxidación lipídica, oxidación y nitración de 

proteínas e inactivación de metaloenzimas (Virág, et al. 2003). Por otra parte, 

Fujimoto y colaboradores (2005) han estudiado la actividad de la NOS2 en ratones 

diabéticos y demuestran que la sobreexpresión de esta enzima está relacionada 

con el desarrollo de hiperglicemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, 
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debido a una alteración en la señalización de insulina en distintos niveles, desde los 

sustratos del receptor de insulina (IRS1-2) y Akt hasta la activación de la 

glucogenólisis en hígado. Además, la expresión de NOS2 per se incrementa el 

contenido de triglicéridos en el hígado y la expresión de enzimas lipogénicas 

(Shinozaki, et al. 2011), lo cual también podría inferirse y relacionarse clínicamente 

con la hiperlipidemia observada en el grupo experimental. 

Para conocer el estado antioxidante se midió la concentración de glutatión reducido 

(GHS) y glutatión oxidado (GSSG). En el grupo con dieta hipercalórica se observó 

una disminución no significativa glutatión reducido, puesto que aún se mantiene la 

respuesta compensatoria al estrés oxidativo, lo que indica que para asegurar niveles 

óptimos de GSH, existen factores de transcripción como Nrf2 que está asociado a 

elementos de respuesta antioxidante, y que se encuentra unido a Keap1, cuyos 

grupos tiol pueden ser oxidados por especies reactivas de oxígeno y productos de 

la peroxidación lipídica, lo que conlleva a un cambio conformacional para que Nrf2 

quede libre y pueda translocarse al núcleo y unirse a la región promotora de los 

genes de enzimas antioxidantes, principalmente glutatión reductasa (GR), 

glutamilcisteina sintasa (GCL), glutatión sintasa (GSS) y glutatión transferasa 

(Vomhof, et al. 2012, Teskey, et al. 2018), sin embargo, en este modelo hubo una 

disminución significativa de la actividad enzimática de GR en el grupo experimental, 

lo que indica una disminución en la reducción de GSSG a GSH que se refleja en un 

incremento de GSSG en el tejido hepático del grupo con síndrome diabetogénico. 

El radio 2GSH/GSSG es mayor que 100 en condiciones normales, pero si 

incrementa la concentración hígado de GSSG, el índice tiende a ser menor, así 

como se observa en el grupo experimental, lo que implica un desbalance entre la 

reducción de GSSG y generación de GSH, siendo consistente con los resultados 

anteriores de los productos de la peroxidación lipídica, además, estos resultados 

coinciden con los reportados por Cisneros y colaboradores (2011), cuyos 

experimentos fueron realizados en un modelo de diabetes inducida con 

estreptozotocina, y con los resultados de Calabrese y col. (2012) en pacientes con 

diabetes tipo 2. Por otra parte no se observó una diferencia estadísticamente 

significativa en la actividad de la enzima glutatión transferasa (GT) entre el grupo 
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control y experimental, lo que indica que la respuesta antioxidante se mantiene 

frente a la producción de especies reactivas de oxígeno y derivados. 

Finalmente, la enzima glutatión peroxidasa (GPx) trabaja en conjunto con GSH en 

la descomposición del peróxido de hidrógeno u otros hidroperóxidos, utilizando 

como sustrato 2GSH para oxidarlos a GSSG (Prabhakar, et al. 2005), en el grupo 

experimental se observó un aumento en la actividad GPx y una disminución no 

significativa de GT, lo que se relaciona con el incremento de GSSG. Sin embargo, 

dicha dinámica antioxidante no se observa en ratas diabéticas inducidas con 

estreptozotocina, puesto que en este modelo el estrés nitrosativo ejerce una 

dinámica agresiva sobre el sistema antioxidante del glutatión, al disminuir la 

actividad de GPx y depletando la concentración de GSH (Sheweita, et al. 2016). 

Además, el radio 2GSH/GSSG no fue estadísticamente significativo a pesar del 

incremento de GSSG, lo que podría indicarnos que, a pesar del incremento de los 

productos de la peroxidación lipídica, el sistema antioxidante sigue generando una 

respuesta compensatoria para neutralizar las especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno. 
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10. CONCLUSIONES 

 
El consumo de una dieta hipercalórica alta en carbohidratos de manera crónica 

desarrolló Síndrome Diabetogénico en ratas Wistar, dicha condición se caracteriza 

clínicamente por hiperglicemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y 

dislipidemia. 

Ante la gran demanda de metabolizar los carbohidratos y reestablecer los niveles 

de glucemia, se genera un mecanismo compensatorio insulínico que genera 

hiperfunción de las células beta de los islotes de Langerhans. 

El Síndrome Diabetogénico genera un ambiente hepático pro-oxidante asociado a 

una mayor producción de aductos de lipoperoxidación y óxido nítrico. Sin embargo, 

el sistema antioxidante hepático no decae, lo que establece un mecanismo de 

protección al tejido que evita la falla del mismo. 
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11. PERSPECTIVAS 

 
1. Medir las concentraciones de los productos de la lipoperoxidación en un modelo 

animal con síndrome diabetogénico a los 9 meses de duración de una dieta 

hipercalórica – hiperglúcida 

2. Realizar un análisis morfológico de los hepatocitos en este modelo a 6 y 9 meses 

de edad para evaluar la progresión del daño. 

3. Incrementar la ingesta de los aminoácidos glicina y cisteína en la dieta de los 

roedores con síndrome diabetogénico durante 6 y 9 meses y medir las 

concentraciones de glutatión reducido y oxidado. 

4. Medir la expresión del mRNA de las enzimas glutatión peroxidasa y reductasa 

para evaluar si se mantiene un mecanismo de protección en el tejido hepático 
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13. APÉNDICES 

 
Anexo A. PROCEDIMIENTOS CON SUERO. 

 

 
Anexo 1. Determinación de la concentración de glucosa sérica. 

Método: De Trinder, Glucosa oxidasa- Peroxidasa. Automatizado 

 
 

• Procedimiento: 

Condiciones de ensayo: 

Longitud de onda: 505 nm 

Temperatura: 37°C 

1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente. 
2. Ajustar el espectrofotómetro a cero frente a agua destilada 
3. Pipetear en un tubo de ensayo: 

 

 Blanco Patrón Muestra 

RT (mL) 300 300 300 

Patrón (µL) --- 3 --- 

Muestra (µL) --- --- 3 

 
3. Agitar bien e incubar los tubos durante 5 minutos a 37° C. 

4. Leer la absorbancia (A) del patrón y de la muestra a 505 nm frente al blanco de 
reactivo. El color es estable como mínimo 30 minutos. 

http://doi.org/10.1021/bi050815q
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• Cálculos 
 

𝐴𝑏𝑠 
𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

 
 

𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑎𝑡𝑟ó𝑛 

 

 
x 100 (Concentración Patrón) = mg/dL de glucosa 

 

Anexo 2. Determinación de la concentración de insulina sérica. 

Método: Inmunoensayo. 

• Procedimiento 
 

1. Saque los micropozos necesarios para cada suero de referencia, controles y 

muestras. Coloque 50 μL de los sueros de referencia, controles y muestras en 

los pozos correspondientes. 

2. Agregue 100μL de la solución del Reactivo de la Enzima de Insulina a todos los 

pozos y golpear suavemente uno de los extremos de la microplaca por 20- 30 

segundos para mezclar. Selle la microplaca con una cubierta de plástico. 

3. Incube por 120 minutos a temperatura ambiente (20-27°C) 

4. Deseche el contenido de la microplaca por decantación o aspiración. 

5. Agregue 300μL de la solución de lavado. Repita dos (2) veces adicionales. 

6. Agregue 0.100 mL (100μL) de la solución de substrato a todos los pozos 

7. Incube en la temperatura ambiente por quince (15) minutos. 

8. Agregue 0.050 mL (50μL) de la solución de paro a cada pozo y mezcle 

suavemente por 15-20 segundos. Agregue siempre los reactivos en el mismo 

orden para reducir al mínimo diferencias del tiempo de reacción entre los pozos. 

9. Lea la absorbancia en cada pozo a 450nm (con una longitud de onda de 

referencia de 620-630nm para reducir al mínimo imperfecciones del pozo) en un 

lector de microplacas. Los resultados se deben leer en el plazo de treinta (30) 

minutos de haber agregado la solución de paro. 

 
• Cálculos 

 
Una curva en la reacción se usa para comprobar la concentración de 

Insulina en especímenes desconocidos. 

1. Registre la absorbancia obtenida del listado del lector de microplacas. 

2. Trace la absorbancia para cada referencia duplicada del suero contra la 

concentración correspondiente de Insulina en μIU/mL. 

3. Calcule la ecuación de la línea recta para la curva de calibración. 

4. Para determinar la concentración de Insulina para un desconocido, despeje x de 

la ecuación de la línea recta. 
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Anexo 3. Determinación de la concentración de colesterol total sérico. 

Método: CHOD-POD, líquido. Automatizado 
 

• Procedimiento 

Condiciones de ensayo: 

Longitud de onda: 505 nm 

Temperatura: 37°C 

1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente. 

2. Ajustar el espectrofotómetro a cero frente a agua destilada 

3. Pipetear en un tubo de ensayo: 
 

 Blanco Patrón Muestra 

RT (mL) 300 300 300 

Patrón (µL) --- 3 --- 

Muestra (µL) --- --- 3 

 
4. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a 37° C. 

5. Leer la absorbancia (A) del patrón y de la muestra a 505 nm frente al blanco de 
reactivo. El color es estable como mínimo 60 minutos. 

 
 

• Cálculos 
 
 

𝐴𝑏𝑠 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
 

 

𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑎𝑡𝑟ó𝑛 

 
x 100 (Concentración Patrón) = mg/dL de colesterol 

 
 
 
 

Anexo 6. Determinación de la concentración de colesterol HDL reactivo 

precipitante. 

Método: Reactivo precipitante. 

 

• Procedimiento 
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1. Condiciones de ensayo: Longitud de onda: 505 nm. 

2. Agregar en un tubo de ensayo: 

Reactivo: 25 µL 

Suero: 250 µL 

3. Mezclar y dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente. 

4. Centrifugar 2 min a 12 rpm 

5. Recoger el sobrenadante y procesar como muestra en la determinación de 

colesterol total. 

NOTA: Es muy importante formar el sobrenadante del menisco formado en el 

tubo, para ello no introducir demasiado la punta y no arrastrar las fracciones 

VLDL y LDL. 

 

 
• Cálculos 

Seguir las instrucciones detalladas en el inserto de colesterol: 
 

𝐴𝑏𝑠 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
 

 

𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑎𝑡𝑟ó𝑛 
x 100 (Concentración Patrón) = mg/dL de colesterol 

 
 
 

 

Anexo 7. Determinación de la concentración de colesterol LDL reactivo precipitante 

Método: Reactivo precipitante 

 

 
• Procedimiento 

 

1. Pipetear en un tubo de ensaye: 

Reactivo: 100 µL. Suero: 200 µL 

2. Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

3. Centrifugar 2 min a 12,000 rpm. 

4. Recoger cuidadosamente el sobrenadante y procesar como muestra en la 

determinación de colesterol total. 

NOTA: El sobrenadante debe ser completamente claro. En caso de persistir la 

turbidez o de no obtener una buena sedimentación del precipitado, adicionar 

otros 200 µL de reactivo, mezclar bien y centrifugar de nuevo. Multiplicar el 

resultado obtenido por 1.3 para corregir la dilución efectuada. 

 

 
• Cálculos 
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La concentración de colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la 
siguiente formula general: 

 

 

𝐴𝑏𝑠 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
 

 

𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑎𝑡𝑟ó𝑛 
x 100 (Concentración Patrón) x Factor de dilución = mg/dL de 

colesterol sobrenadante 

 
 

Anexo 8. Determinación de la concentración de ácidos grasos libres 

 
Reactivos 

 
▪ Cloroformo 

▪ Reactivo de cobre: Consiste en Cu(N03)2•3H20, 40,0 g/litro; trietanolamina 
99%, 120,0 ml/litro (135,0 g/litro). Se disuelve el nitrato cúprico en 500 ml de 
agua destilada, agregue la trietanolamina y diluir a 1 litro con agua destilada. 

▪ Reactivo cuprizona. Este consiste en ácido oxálico-bis 
(cyclohexylidenehydrazide), 0.40 g/litro de isopropanol. Disolver la cuprizona 
en 10 ml de cloroformo y se diluye con isopropanol para 1 litro. esta solución 
es estable durante al menos tres meses a temperatura ambiente. 

▪ Reactivo amoníaco. 100 ml de una solución al 58% de NH4OH (concentrado) 
se diluye hasta 1 litro con agua destilada agua. 

 
 

• Procedimiento 
 

1. Añadir 50 µL de suero en un tubo de ensayo 

2. A un tubo semejante, se añaden 50 µL de estándar de ácido oleico. 

3. Para otro tubo de ensayo añadir 100 µL de agua, este será el blanco de 

reactivo. 

4. Para todos los tubos añadir 150 µL de reactivo de cobre y 1 ml de cloroformo. 

5. Coloque los tubos verticalmente en un vortex y agite por 10 min. 

6. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm. 

7. Extraer las fases de cloroformo en otros tubos de ensaye cuidando el no extraer 

la fase acuosa de color azul. 

8. De cada tubo, pipetear 500 µL de extracto de cloroformo y colocar en un nuevo 

tubo, la evaporación debe mantenerse a un mínimo. 

9. A cada tubo, añadir 450 µL de reactivo cuprizona, tapar y agitar suavemente. 

10. A cada tubo, añadir 50 µL de solución de amoniaco, tapar y agite suavemente. 

11. Lea la absorbancia a 620 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 10 

minutos después de agitar con la solución de amoníaco. 
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12. Si aparece un precipitado azul, agitar la cubeta enérgicamente para 

redispersarlo y leer la absorbancia. 

 
 

• Cálculos 
 

El ácido graso libre (FFA) contenido se calcula: 
Concentración en mg/dl = (Abs muestra / Abs estándar) x 8.6 mg/dl 

 
 
 

Anexo 4. Determinación de la concentración de triglicéridos séricos 

Método: GPO-POD, líquido. Automatizado. 

• Procedimiento 

 
Condiciones de ensayo: 

Longitud de onda: 505 nm 

Temperatura: 37°C 

4. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente. 
5. Ajustar el espectrofotómetro a cero frente a agua destilada 
6. Pipetear en un tubo de ensayo: 

 

 Blanco Patrón Muestra 

RT (mL) 300 300 300 

Patrón (µL) --- 3 --- 

Muestra (µL) --- --- 3 

 
3. Agitar bien e incubar los tubos durante 5 minutos a 37° C. 

4. Leer la absorbancia (A) del patrón y de la muestra a 505 nm frente al blanco de 
reactivo. El color es estable como mínimo 60 minutos. 

 
 

• Cálculos 
 
 

𝐴𝑏𝑠 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
 

 

𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑎𝑡𝑟ó𝑛 

 
x 100 (Concentración Patrón) = mg/dL de triglicéridos 
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Anexo B. PROCEDIMIENTOS CON TEJIDO HEPÁTICO 

 
 

Cuantificación de nitritos por el método de Griess 

Muestra: Sobrenadante de homogenizado de tejido hepático con PBS. 

Reactivos: 

• Stock de nitritos 

o Nitritos de sodio 1M (Solución A): 0.69 g de NaNO2 en 10 mL de H2O 

destilada, para 1mM, 0.069 g en 1 mL de H20 destilada. 

o Stock 1mM: Diluir la solución A 1:1000. 

• Reactivo de Griess. Se preparan las siguientes soluciones: 

o Solución A: 1.32% de sulfanilamida en 60% de ácido acético. Mezclar 

1.32 g de sulfanilamida con 60 mL de ácido acético concentrado 

(puede ser glacial) y 39 mL de agua destilada, almacenar a 4ºC. 

o Solución B: 0.1 g de N-1-naftil-etilen diamino HCl. Mezclar 0.1 g en 

100 mL de agua destilada (sensible a la luz) almacenar a 4ºC. 

Procedimiento: 

 
1. Preparar la siguiente curva de calibración de nitritos 



Página | 93  

Número de 

tubo 

Concentración 

[𝝁𝑴] 

Stock de 

Nitritos 1Mm 

(µL) 

H2O destilada 

(µL) 

Reactivo de 

Griess (µL) 

H2O 

destilada 

(µL) 

1 Blanco --- 100.0 100 800 

2 1.0 1.0 99.0 100 800 

3 2.5 2.5 97.50 100 800 

4 5.0 5.0 95.00 100 800 

5 10.0 10.0 90.00 100 800 

Problema --- 100 

(Homogenado) 

--- 100 800 

 

 

2. Agregar en cada pozo 100 L de muestra. 

3. Luego de adicionar el reactivo de Griess, esperar a que reaccione 10 minutos 

4. Leer a 540 nm El reactivo de Griess está compuesto por volúmenes iguales 

de n-1-naftiletilendiamino al 0.1% disuelto en agua destilada y sulfanilamida 

al 1.32% disuelta en ácido acético al 60%. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Determinación de malondialdehído (MDA) 

Muestra: Sobrenadante de homogenizado de tejido hepático con PBS. 

Reactivos: 

Curva de Calibración Nitritos 
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• Solución estándar de 1,1,3,3 tetrametoxipropano (Patrón de MDA): Hacer 

una solución a una concentración de 10 mM de 1,1,3,3 tetrametoxipropano. 

Adicionar 16.5 μL de este patrón de MDA (densidad 0.997 g/mL) en 10 mL 

de agua destilada o solución amortiguadora en que se encuentra diluida la 

muestra. 

• Solución de N-metil-2-fenil-indol: Disolver 38 mg de N-metil-2-fenil-indol en 

18 mL de acetonitrilo, para obtener una concentración de 10.3 mM. Antes de 

emplear la solución, debe diluirse adicionando aprox. 6 mL de metanol hasta 

alcanzar un volumen final de 24 mL (Solución I diluida). 

 
 
 

Procedimiento: 

 
Diluya la solución estándar de 1,1,3,3 tetrametoxipropano (patrón de MDA) en agua 

destilada o en la solución amortiguadora usada para diluir la muestra. Para ello tome 

500 μL de la solución II y adiciónelos a un matraz volumétrico de 50 mL y complete 

hasta 50 mL. Con este procedimiento se logra una concentración de 100 μM del 

patrón de MDA (Solución II diluida). 

Curva estándar de MDA 

 
Solución II 

Concentración Final 

𝟎 𝝁𝑴 

(Blanco) 
0.5 𝝁𝑴 1.0 𝝁𝑴 2.5 𝝁𝑴 5.0 𝝁𝑴 

Solución I Diluida (µL) 650 650 650 650 650 

Solución II diluida (µL) 0 25 50 100 150 

Agua destilada (µL) 200 195 190 175 150 

 
 

Agite en vortex, adicione 150 μL de HCl 35%, agite en vortex y cierre los tubos. 

Incube a 45°C durante 1 hora. Enfríe a temperatura ambiente y lea la absorbancia 

a 585 nm contra agua destilada. 

Muestras problema 
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1. Adicionar 650 μL de la Solución I diluida y 200 μL del homogenado de la 

muestra, llevar a vibroagitación 3-4 segundos. 

2. Adicionar 150 μL de ácido clorhídrico al 35% 

3. Mezcle vigorosamente y tape los tubos. 

4. Incubar a 45°C durante 60 minutos 

5. Enfriar a temperatura ambiente y centrifugar durante 15 min a 3000 rpm 

6. Leer la absorbancia a 585 nm contra blanco de reactivo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Determinación de 4-Hidroxialquenales (4-HDA) 

 
Muestra: Sobrenadante de homogenizado de tejido hepático con PBS 

Reactivos: 

• Solución estándar de 1,1,3,3 tetrametoxipropano (Patrón de MDA): Hacer 

una solución a una concentración de 10 mM de 1,1,3,3 tetrametoxipropano. 

Adicionar 16.5 μL de este patrón de MDA (densidad 0.997 g/mL) en 10 mL 

de agua destilada o solución amortiguadora en que se encuentra diluida la 

muestra. 

• Solución de N-metil-2-fenil-indol: Disolver 38 mg de N-metil-2-fenil-indol en 

18 mL de acetonitrilo, para obtener una concentración de 10.3 mM. Antes de 
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emplear la solución, debe diluirse adicionando aprox. 6 mL de metanol hasta 

alcanzar un volumen final de 24 mL (Solución I diluida). 

Procedimiento: 

 
Diluya la solución estándar de 1,1,3,3 tetrametoxipropano (patrón de MDA) en agua 

destilada o en la solución amortiguadora usada para diluir la muestra. Para ello tome 

500 μL de la solución II y adiciónelos a un matraz volumétrico de 50 mL y complete 

hasta 50 mL. Con este procedimiento se logra una concentración de 100 μM del 

patrón de MDA (Solución II diluida). 

Curva estándar de MDA 

 
Solución II 

Concentración Final 

𝟎 𝝁𝑴 

(Blanco) 
0.5 𝝁𝑴 1.0 𝝁𝑴 2.5 𝝁𝑴 5.0 𝝁𝑴 

Solución I Diluida (µL) 650 650 650 650 650 

Solución II diluida (µL) 0 25 50 100 150 

Agua destilada (µL) 200 195 190 175 150 

 
 

Agite en vortex, adicione 150 μL de ácido metanosulfonico 99 %, agite en vortex y 

cierre los tubos. Incube a 45°C durante 1 hora. Enfríe a temperatura ambiente y lea 

la absorbancia a 505 nm contra agua destilada. 

Muestras problema 

 
1. Adicionar 650 μL de la Solución I diluida y 200 μL del homogenado de la 

muestra, llevar a vibro agitación 3-4 segundos. 

2. Adicionar 150 μL de ácido metanosulfónico al 99% 

3. Mezcle vigorosamente y tape los tubos. 

4. Incubar a 45°C durante 60 minutos 

5. Enfriar a temperatura ambiente y centrifugar durante 15 min a 3000 rpm 

6. Leer la absorbancia a 505 nm contra blanco de reactivo. 

 
NOTA: Para determinar la concentración final de 4-HDA se resta la absorbancia 

determinada por el método de Malondialdehído, ya que esta técnica cuantifica MDA 

+ 4-HDA. 
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Determinación de glutatión reducido (GSH) 

 
Muestra: Sobrenadante de homogenado de tejido hepático y ácido metafosfórico 

al 5%. 

Reactivos: 

 
• Buffer de fosfato de potasio 0.1M con KPE. 

• Estándar de GSH: disolver 1 mg de GSH en KPE, diluir hasta obtener una 

concentración de 26.4 nM ml-1, 13.2 nM ml-1, 6.6 nM ml-1, 3.3 nM ml-1 y 

0.103 nM ml-1. 

• Solución de DTNB: disolver 2 mg de DTNB en 3 ml de KPE. 

• Solución de β-NADPH: disolver 2 mg de β-NADPH en 3 ml de KPE. 

• Glutatión reductasa: mezclar 40 l de GR (250 unidades ml-1) con 3 ml de 

KPE. 

Procedimiento: 

 
1. Agregar 20 l de KPE al pocillo A (blanco) y 20 l de cada estándar a los 

pocillos B-H de la primera columna, agregar 20 l de cada muestra en cada 

pocillo en las columnas 2 y 3. 

2. Mezclar volúmenes iguales de DTNB fresco y solución de GR, agregar 120 

l a cada pocillo. 

3. Dejar pasar 30 s para la conversión de GSSG a GSH y entonces agregar 

60 l de β-NADPH. 

4. Leer la absorbancia a 412 nm y leer la medición cada 30 s durante 2 min 

(en total 5 lecturas en 120 s). Repetir dos veces para cada muestra. 

 

 
Determinación de glutatión oxidado (GSSG) 

 
Muestra: Sobrenadante de homogenado de tejido hepático y ácido metafosfórico 

al 5%. 
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Reactivos: 

 
• Buffer de fosfato de potasio 0.1M con KPE. 

• Buffer de extracción 0.1% Triton X-100 y 0.6% de ácido sulfosalicílico en 

KPE. 

• Estándar de GSSG: disolver 2.01 mg de GSSG en KPE, diluir hasta obtener 

una concentraciñon de 26.4 nM ml-1, 13.2 nM ml-1, 6.6 nM ml-1, 3.3 nM ml-1 y 

0.103 nM ml-1. 

• Solución de 2-Vinilpiridina: diluir 1:10 con KPE. 

• Solución de trietanolamina: diluir 1:6 con KPE. 

Procedimiento: 

1. Agregar 100 l del extracto celular con ácido sulfosalicílico en un tubo 

Eppendorf de1.5 ml. A esto, añadirle 2 l de solución de 2-vinilpiridina y 

mezclar bien. 

2. Agregar 6 l de solución de trietanolamina y mezclar vigorosamente. El pH 

final debe ser entre 6 y 7. 

3. Agregar 20 l de la mezcla del tubo Eppendorf al pocillo A (blanco) y 20 l 

de cada estándar de GSSG a los pocillos B-H de la primera columna, 

agregar 20 l de cada muestra en cada pocillo en las columnas 2 y 3. 

4. Leer espectrofotométricamente a 412 nm 

Cálculos: 

La cantidad de glutatión medido representa la suma del glutatión oxidado y 

reducido en la muestra ([GSH]total = [GSH] + 2 x [GSSG]). 

 

 
Determinación de la actividad enzimática de Glutatión Reductasa. 

Muestra: Sobrenadante de homogenizado de tejido hepático con PBS 

Reactivos: 
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• Buffer regulador: KH2PO4 139 mM y EDTA 0.76 mM en agua destilada. 

Ajustar pH a 7.4 con NaOH diluido o HCl diluido según sea necesario. 

• Reactivo principal: 18 mL de buffer regulador y 2ml de NADPH 2.5 mM. 

• Solución de FAD: disolver 1 mg de FAD en 3.85 mL de agua destilada. 

• GSSG: disolver 53.9 mg de GSSG en 4 mL de buffer stock. 

• Buffer stock: Fosfato de sodio monobásico 12.5 mM y EDTA disódico 6.3 

mM. Ajustar el pH a 7.5 con NaOH diluido en agua destilada o HCl diluido 

en agua destilada según sea el caso, ajustar el pH con NaOH diluido. 

Procedimiento: 

1. Homogenizar la muestra en PBS 50 mM y centrifugar a 10000 rpm durante 

10 min a 4 ºC para obtener el sobrenadante. 

2. Agregar 440 l del reactivo principal, 60 l del buffer regulador, 40 l de 

muestra y 20 l de FAD. Es importante agregarlos en ese orden. 

3. Leer la absorbancia inicial a 340 nm y 37 ºC y ΔAbs/min durante 3 min, 

calcular el promedio de ΔAbs/min, el valor es A en la fórmula. 

4. Adicionar 20 ΔAbs/min del buffer regulador y 60 ΔAbs/min de GSSG. 

5. Leer la absorbancia inicial a 340 nm y 37 ºC y ΔAbs/min durante 3 min, 

calcular el promedio de ΔAbs/min, el valor es B en la fórmula. 

Cálculos: 

[(B-A) X 1608] 2 = U/mL de Actividad de Glutatión reductasa 

[(B − A)X 1608 ]2 

U/mg de proteína = 
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎/𝑚𝐿

 

 

 

Determinación de la actividad enzimática de Glutatión peroxidasa 

Muestra: Sobrenadante de homogenizado de tejido hepático y buffer de sucrosa. 

Reactivos: 

• Buffer de sucrosa: sucrosa 0.25 M en buffer de fosfatos 50 mM adicionado 

con 1.15 % de KCl a un pH de 7.6 
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• Sustrato de hidroperóxido: diluir 113.3 µL de H2O2 30 % (1 mM) en 1 L de 

buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.6. 

Procedimiento: 

 
1. Homogenizar la muestra al 10% en frío en buffer de sucrosa. Centrifugar 10 

– 15 min a 10000 rpm durante 10 min a 4 ºC. 

2. Agregar 100 l de muestra y 875 l de reactivo de acoplamiento. Incubar 3 

minutos a 37 ºC. 

3. Adicionar 25 l de hidroperóxido como sustrato. 

4. Leer la absorbancia inicial y luego cada minuto durante 2 min a 340 nm y 37 

ºC. 

5. Calcular el promedio de ΔAbs/min. 

 
Cálculos: 

Actividad de GPx (U/mL) = ΔAbs/minuto X 161 

Actividad de GPx en U/mg de proteína = 
ΔAbs/minuto X 161

 
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎/𝑚𝐿 

 

 

Determinación de la actividad enzimática de glutatión transferasa 

Muestra: Sobrenadante de homogenizado de tejido hepático con PBS 

Reactivos: 

• Reactivo 1: Buffer de KH2PO4 pH 6.25. Se prepara en agua destilada. 

• Reactivo 2: GSH (Glutation reducido) 30.7 mg /mL en agua destilada. 

• Reactivo 3: 76.8 mg DNCB (1 cloro,2-4 dinitrobenceno) en 6 mL de etanol 

al 95 o 70 %. 

Procedimiento: 

1. Homogenizar el tejido con PBS 50 mM, centrifugar de 10000 – 15000 rpm 

durante 10 min a 4 ºC. 

2. Correr un blanco de reactivo: 912.5 µL del reactivo 1 + 50 µL del reactivo 2 

+ 12.5 µL del reactivo 3 + 25 µL del reactivo 1. 
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3. Medir ΔAbs inicial a 405 nm y luego a cada minuto durante 5 min a 37 ºC. 

Calcular el promedio de ΔAbs. 

4. Agregar 912.5 l del reactivo 1, 50 l del reactivo 2, 12.5 l del reactivo 3 y 

25 l de muestra. Es importante añadirlos en ese orden. 

5. Monitorear la ΔAbs de las muestras exactamente de la misma forma que el 

blanco. 

Cálculos: 
 

 

𝑈/𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 = 
[(∆𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − ∆𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜)4166.66]2 

 
 

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙/𝑚𝐿 


