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1. INTRODUCCION

La concentracion alta de glucosa de forma croénica, se considera el factor causal
clave en el desarrollo de las complicaciones de la diabetes. Sus efectos ocurren
por multiples vias; destacando la glicacion no enzimatica de proteinas. Este
proceso inicia con la modificacidn no enzimatica de proteinas con carbohidratos
fisiolégicos in vivo. En etapas tempranas e intermedias de la reaccién (base de
Shiff y productos de Amadori, respectivamente) se producen compuestos o-
dicarbonilicos, los cuales son potentes precursores de productos de glicacidon
avanzada (AGE); asi como inductores de estrés oxidativo y apoptosis. La
interrupcién del contacto glucosa-proteina en cualquiera de estas etapas revierte
completamente el efecto. Finalmente después de meses incluso afios de contacto
con la glucosa, las proteinas de bajo recambio dan origen a los AGE; los cuales
alteran proteinas intra y extracelulares, e inducen la produccidon de citocinas y
especies reactivas de oxigeno contribuyendo de manera importante al incremento
del estrés oxidativo.

Si bien se piensa que la glicacion no puede ocurrir en un gran numero de
enzimas dado que la mayoria de ellas tienen vida media relativamente corta, las
bases de Shiff, los compuestos a-dicarbonilicos y el estrés oxidativo pueden
alterar significativamente Ila funcién biolégica de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa asi como el
contenido de la forma reducida del glutation, los cuales estan significativamente
perturbados en la diabetes, ya que sus actividades biolégicas son dependientes
del estado de oxidacidon de los grupos tioles y afectan con ello su estructura y
funcionalidad. Estas alteraciones tienen consecuencias metabdlicas importantes,
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa promueve la acumulacién de productos
de glicacién, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y el glutation reducen la
eficiencia de los sistemas antioxidantes si su actividad se ve inhibida.

Una de las estrategias terapéuticas para inhibir la glicacion y sus efectos
secundarios pudiera ser la administracion de glicina, debido a sus propiedades
antiinflamatorias, citoprotectoras e inmunomoduladoras. No obstante de contar

con un numero de trabajos limitados publicados, el efecto protector de la glicina en



el animal diabético es reducir las concentraciones de ftriglicéridos, colesterol y
HbA1c. Asi como las alteraciones histolégicas presentes en pancreas y membrana
basal glomerular, estos resultados sugirieren que la glicina protege de los efectos

deletéreos de la glicacion no enzimatica.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En organismos diabéticos, el principal agente inductor de dafio tisular es el estrés oxidativo,
que causa alteraciones a proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Con la nocién de que
cuando la actividad de la G6PDH y del GSH se encuentran reducidos, disminuye la
capacidad para regenerar el poder reductor y es de esperar que esto repercuta en una
variedad de vias metabdlicas dependientes de NADPH, dentro de las que se
encuentran los sistemas antioxidantes. Estas alteraciones tienen consecuencias
metabdlicas importantes, en el caso de la GAPDH promueve la acumulacién de
productos de glicacion. Una de las estrategias terapéuticas para inhibir la glicacion y

sus efectos secundarios pudiera ser la administracion de glicina.



JUSTIFICACION

En la actualidad, la diabetes mellitus (DM) plantea un grave problema mundial de salud
publica, debido a que ha aumentado su incidencia y prevalencia, en particular, en los paises
en vias de desarrollo o de reciente industrializacion. En México, es una de las enfermedades
cronico-degenerativas que se ha colocado paulatinamente, desde los afios setenta, dentro de
las diez primeras causas de muerte, afectando, en los ultimos afios 8.2 % de la poblacion
mayor de 20 ainos. Los elevados niveles de glucosa en sangre estimulan la sintesis de
productos finales de glicaciéon avanzada e induce estrés oxidativo y ambos factores se sabe
que estan asociados con el dafio a diferentes érganos en los pacientes diabéticos, debido a
que la glicina presenta propiedades antioxidantes e inhibe la glicacion no enzimatica, la

ingesta de glicina podria disminuir a largo plazo estas complicaciones.

1.1 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la glicina sobre la concentracion del GSH y las actividades de las

enzimas G6PDH y GAPDH en eritrocitos de pacientes con diabetes tipo 2.

1.3.2 Objetivos particulares

e Obtener muestras sanguineas de pacientes con diabetes antes y después de
someterse a tratamiento con glicina o placebo.

e Determinar las concentraciones de Hb total de cada paciente antes y después de
someterse a tratamiento con glicina o con placebo

e Determinar las concentraciones de GSH de cada paciente antes y después de
someterse a tratamiento con glicina o con placebo

e Determinar las actividades de las enzimas G6PDH y GAPDH de cada paciente antes y
después de someterse a tratamiento con glicina o placebo

e Estudiar los cambios de GSH, G6PDH y GAPDH de cada paciente antes y después de



someterse a tratamiento con glicina o placebo

e Evaluar las pruebas de gabinete clinico de los pacientes y estudiar sus cambios antes

y después de someterse a tratamiento con glicina o placebo

e Evaluar el efecto de la glicina sobre los parametros antes mencionados en los

pacientes antes y después de someterse a tratamiento con glicina o placebo.

1.2HIPOTESIS

La administracion de glicina puede disminuir la formacién y acumulacion de productos de

AGEs y sus efectos secundarios mejorando la funcionalidad de los sistemas antioxidantes.



2. GENERALIDADES

2.1 . DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA DIABETES
En la actualidad no se cuenta con una definicion concisa del término diabetes
debido a que comprende un grupo de alteraciones metabdlicas originados por la
interaccion entre factores genéticos, inmunolégicos y ambientales, asi como el
estilo de vida. Estos desordenes se caracterizan por niveles elevados de glucosa
en sangre. No obstante, de la complejidad de la diabetes, podemos describir las
caracteristicas mas relevantes de la enfermedad de la siguiente manera: “La
diabetes se considera una enfermedad sistémica multifactorial, que afecta al
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas asociados a la deficiencia
en la secrecion de insulina, a la resistencia periférica a ésta o a una
combinacién de ambas”.

Los nuevos criterios para la clasificacion de la diabetes fueron publicados en al

afo de 1997", por un comité de expertos, apoyados por la Asociacidén Americana

de Diabetes, el Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas vy

Renales, el Instituto Nacional de la Salud Americano y la Organizacion Mundial de

la Salud? esta clasificacion se basa principalmente en su etiologia vy

caracteristicas fisioldgicas. La clasificacion comprende cuatro categorias basicas

(Tabla 1) y los siguientes cambios:

 Omisiéon de los términos diabetes mellitus insulino-dependiente y diabetes
mellitus no insulino-dependiente y en su lugar se utilizaran unicamente los
términos diabetes tipo 1 y tipo 2, respectivamente.

* Desaparicion de las clases de riesgo estadistico: anormalidad previa vy
potencial tolerancia a la glucosa.

» Se propone un nuevo grupo denominado "otros tipos especificos de diabetes”
que engloba a las anteriormente denominadas diabetes secundaria y a las
debidas a defectos genéticos consideradas anteriormente dentro de el tipo 2.

* Inclusion dentro del tipo 1 formas de diabetes que involucran destruccién de
células B pancreaticas, incluyendo aquellos casos debidos a una causa

autoinmune y aquellos en los cuales la etiologia se desconoce.



Tabla 1.Clasificacion de la diabetes propuesta por la ADA y la OMS?

= Diabetes tipo 1
B. Mediada por inmunidad.
C. Idiopatica.
Diabetes tipo 2

% %@ Otros tipos especificos de diabetes

Defectos genéticos de la funcién de las células 3
Defectos genéticos en la accion de la insulina.
Enfermedades del pancreas exocrino.
Endocrinopatias.

Inducida por quimicos y farmacos.

Asociada a infecciones

@ mmoo w >

. Formas poco comunes de diabetes inmune
H. Oftros sindromes genéticos asociados a diabetes.

IV. Diabetes gestacional

2 Diabetes tipo 1

Se considera que la diabetes tipo 1 (DT1) es consecuencia de una serie de
factores genéticos, ambientales y autoinmunitarios que conducen a la eliminacion
selectiva de las células 3, dando lugar a la disminucion total de la secrecién de la
insulina. Los agentes etiologicos que causan el proceso autoinmune y la
destruccion de las células B no estan aun establecidos. Sin embargo se conoce
que el proceso de destruccion de los islotes pancreaticos, comienza con la
infiltracion difusa del o6rgano por linfocitos T (CD8 y CD4) y B, macréfagos y
células dendriticas. Esta fase estd acompafiada de una gran secrecién de
interleucinas (IL2, IL4, IL6, IL10, IL12), del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
y del interferébn gamma (del inglés, INF-y). La liberacion de este ultimo compuesto
depende, de la accidn de una citocina de novo, producida por los macrofagos
llamada factor inductor del interferén gamma o IGIF. En conjunto estas citocinas
promueven la migracién de linfocitos T, CD4 y CD8 activados, linfocitos B vy

células natural killer hacia los islotes pancreaticos dando origen a una insulinitis®.



Figura 1. Mecanismos involucrados en la destruccion de la célula 3 de los islotes
pancreaticos, durante los procesos de insulinitis.
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2.1.2 Diabetes tipo 2
En la diabetes tipo 2 (DT2), la caracteristica central es la resistencia de todos los

tejidos periféricos a la accion de la insulina, debido a que se producen alteraciones
en la hormona causadas por una combinacién de factores genéticos y no
genéticos que provocan resistencia a la insulina y/o deficiencia en la secrecién de
insulina. Los genes especificos no se conocen. Los factores no genéticos incluyen
edad avanzada, vida sedentaria, sobrepeso, adiposidad central y bajo peso al
nacer. Comprende aproximadamente 90% a 95% de los casos de sindrome
diabético. La DT2, a diferencia de la DT1 carece de marcadores genéticos
definidos. Se han detectado determinadas alteraciones monogénicas como posible
causa de algunos tipos de DT2, si bien en el 98 por ciento de casos la herencia

suele tener una base poligénica y multifactorial.

2.1.3 Factores de riesgo relacionados con diabetes tipo 2

En afos recientes se han identificado un buen numero de factores relacionados
con diabetes tipo 2 (Tabla 2). Estos indican la susceptibilidad de la poblacién a
desarrollar la enfermedad. Los factores de riesgo no solo se relacionan con la
etiologia de la enfermedad, sino también se refieren a factores que modifican su
presentacion o prondstico. En el caso particular de la diabetes, algunos factores
participan en la génesis del padecimiento, siendo la edad uno de los mas
frecuentes. En cuanto al sexo no se han establecido patrones claros de
comportamiento; sin embargo se indica que la enfermedad es un poco mas
frecuente en mujeres que en hombres. Uno de los factores de riesgo mas
significativos para el desarrollo de la DT2 es la obesidad. Aproximadamente cerca
de dos terceras partes de los diabéticos son obesos al momento del diagndstico.
La distribucién de grasa corporal con tendencia a ser central, se considera factor
importante mas que la obesidad en general. La duracion de la obesidad también
es una variable de importancia asociada con la diabetes. Por su parte las mujeres
con el antecedente de haber tenido un hijo con un peso mayor de cuatro kilos al
nacer o de haber padecido diabetes gestacional, tienen riesgo mayor que las
mujeres normales de padecer la enfermedad. Otro de los riesgos es la carga

genética, la estadistica realizada por la Encuesta Nacional de Salud 2000 confirmé



la alta predisposicion genética de la poblacion mexicana en el desarrollo de la

diabetes®.

TABLA 2. Factores de riesgo asociados con diabetes tipo 2

Familiar de primer grado con diabetes.

Edad avanzada (mayor a 45 anos).

Peso bajo al nacer (menor a 25009).

Mujeres que padecieron diabetes gestacional.

indice de masa corporal elevado (mayor o igual a 27 Kg. /m?).
Obesidad central.

Aumento de peso.

Hipertension arterial (mayor o igual a 140/90 mm Hg.).
Colesterol de alta densidad (menor o igual a 35 mg/dL).
Triglicéridos (mayor o igual a 250 mg/dL en ayunas).
Tabaquismo.

Dieta rica en carbohidratos.

Alteraciones en pruebas de funcionamiento hepatico sin causa
aparente.

Neuropatias periféricas.

Albumina en orina.

Sindrome de ovario poliquistico.

Acido urico elevado en sangre.

Insuficiencia arterial.

2.1.4Control farmacologico de la diabetes tipo 2

En la actualidad la terapia para la DT2 se enfoca principalmente a reducir la
hiperglucemia, ya que el control de los niveles de glucosa en sangre reduce el
riesgo de desarrollar complicaciones de la diabetes. Por ello es importante
corregir los factores que intervienen en ella, junto con una terapia farmacoldégica,
se recomienda hacer ejercicio y seguir una dieta adecuada al estilo de vida y tratar
oportunamente padecimientos infecciosos.

El tratamiento de la diabetes es mas que una simple correccion de los niveles de

glucosa en sangre, es la suma de intervenciones y cambios en el estilo de vida .



Tabla 3. Principales farmacos utilizados para control de hiperglucemia®

Tipo de farmaco y ejemplos

Modo de accion

= Sulfonilureas.

Clorpropamida, glibenclamida,
tolbutamida.

Reduce la hiperglucemia al aumentar
la liberacién de insulina de los islotes
pancreaticos.

- Tiazolidinedionas

Troglitazona, pioglitazona, rosiglitazona

Aumentan la utilizacion de glucosa en
tejidos periféricos, estimulando o
inhibiendo la transcripcidn de multiples
genes.

= Inhibidores de la

glucosidasa.

Acarbosa, vogliobosa, miglitol

Interfieren con la absorcién intestinal
de glucosa, evitando la produccion de
carbohidratos sencillos (fructosa,
glucosa, etc.) los cuales pueden ser
absorbidos.

» Biguanidinas.

Metformin.

Reducen la resistencia a insulina,
inhiben la produccién de glucosa
hepatica y aumentan la utilizacién de

glucosa en tejido muscular,
estimulando el almacenamiento de
glucosa.

« Nateglinida y repuglinida

Estimulan la secrecién rapida y corta
de insulina al unirse al receptor de
sulfonilureas durante unos cuantos
segundos.




2.1.5 Resistencia a la insulina

Después de la ingestion de alimentos, el mantenimiento de la tolerancia normal a
la glucosa depende de tres eventos que se presentan en una forma
interrelacionada: a) estimulacién de la secrecion de insulina; b) supresion de la
produccion de glucosa endégena mediada por la insulina (principalmente hepatica)
y c) estimulacion de la fijacion de la glucosa en los tejidos periféricos, mediada por
la insulina principalmente en el tejido muscular y adiposo. En los pacientes con
diabetes tipo 2, la tasa de produccion de glucosa hepatica basal es excesiva, a
pesar de las concentraciones de insulina en plasma que se incrementan de dos a
cuatro veces®. Estos hallazgos proporcionan evidencia inequivoca de la resistencia
hepatica a la insulina, evidenciada por la capacidad disminuida de la insulina para
suprimir la produccion de glucosa hepatica’ . La resistencia a la insulina puede
definirse como una disminucién de la respuesta o de la sensibilidad de los
efectores a la accidon de esta hormona. Los efectores de la insulina incluyen,
principalmente, a las células musculares, los adipocitos, los hepatocitos y las
mismas células beta de los islotes pancreaticos®. Los defectos en la funcion
receptora de la insulina, en la via de transduccion receptor-sefial de la insulina, en
el transporte y fosforilacion de la glucosa, en la sintesis de glucdégeno y en la
oxidacion de la glucosa, contribuyen a la resistencia muscular a la insulina® (Figura
2). La consecuencia inmediata de la insulino-resistencia es el incremento
compensador de la secrecion de estas células, produciéndose el hiperinsulinismo,
sin que las concentraciones elevadas de insulina se acompafen de
hipoglucemia. A medida que la secrecion de insulina disminuye progresivamente,
el nivel de glucosa en plasma en ayunas se incrementa a mas de 7.8 mmol/L (>
140 mg/dL), y esencialmente todos los pacientes diabéticos con un nivel de
glucosa en plasma en ayunas que excede los 180 a 200 mg/dL, presentan una

respuesta de la insulina en plasma que es deficiente en términos absolutos' "2,
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Figura 2. Manifestaciones clinicas y principales anormalidades bioquimicas del
sindrome de resistencia a la insulina
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2.1.6 Diabetes gestacional.
Causado por la resistencia a la insulina y la relativa deficiencia en la secrecién de
ésta asociada con el embarazo. Ocurre aproximadamente de 3% a 5% de todos

los embarazos.

2.1.7 Otros tipos especificos de diabetes.

Este tipo comprende un heterogéneo grupo etiolégico, que incluye aquellos casos
de diabetes en los cuales las causas estan establecidas o al menos parcialmente
conocidas. Las causas incluyen defectos genéticos conocidos que afectan la
funcién de las células B o la accion de la insulina, pero la etiologia precisa no ha
sido establecida. Comprende aproximadamente 1% a 2% de casos en sindrome

diabético.



2.2 FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES.

Las complicaciones de la diabetes pueden ser agudas o cronicas. Las
primeras (cetoacidosis o coma hiperosmolar) son poco frecuentes como
manifestacion inicial de la enfermedad, y comunmente el paciente se identifica
cuando presenta algunas complicaciones cronicas. Estas ultimas se clasifican en
micro y macrovasculares. Las primeras se asocian con dafio al endotelio y
musculo liso de capilares o vasos de pequeio calibre, dando lugar al
engrosamiento de sus membranas basales, lo que lleva a angiopatia oclusiva,
hipoxia y dafo tisular y se manifiestan como nefropatia, retinopatia y neuropatia.
La magnitud de este tipo de complicaciones se correlaciona con la severidad y
duracion de la hiperglucemia. Asi, niveles posprandiales de glucosa superiores a
11 mM, se asocian con complicaciones renales, retinianas y neurologicas, que

pueden manifestarse cinco o diez afios después de iniciada la enfermedad.'*

Las complicaciones macrovasculares' son las mas comunes y una de las
principales causas de muerte en la diabetes tipo 2, e incluyen ateroesclerosis y
enfermedad isquémica del corazon. La asociacion de ateroesclerosis con
hiperglucemia no es consistente, en cambio, la hiperglucemia posprandial y la
concentracion sérica de insulina predicen mejor el riesgo de ateroesclerosis.’ El
paciente diabético presenta mayor riesgo de desarrollar dislipidemia vy
enfermedades cardiovasculares teniendo dos a cuatro veces mas probabilidades

de sufrir infarto al miocardio y trastornos asociados con ateroesclerosis.

Las complicaciones inducidas por la hiperglucemia, se originan por cambios
quimicos y funcionales de macromoléculas, alteracion en la expresién genética y
disfuncion endotelial, conducentes a un estado profibrético, proinflamatorio y
procoagulante.”” En el endotelio hay aumento en la liberacion de factores
procoagulantes y desequilibrio en la produccion de sustancias vasoactivas, con
menor formacion de vasodilatadores (6xido nitrico) y mayor liberacién de
vasoconstrictores (endotelina-1), lo que lleva a fallas hemodinamicas y favorece
ateroesclerosis e hipertension. En diversos tejidos aumenta la expresion del
inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1), proteinas de matriz

extracelular, citocinas y factores del crecimiento, incluyendo: al factor de necrosis



tumoral a (TNF o) y los factores de crecimiento vasculo-endotelial (VEGF) vy
transformante B (TGF ), las consecuencias de lo anterior dependen del lugar
donde esto ocurre. La sobreproducciéon del VEGF en la retina ocasiona ruptura de
la barrera de permeabilidad vascular, migracion de leucocitos, inflamacion y
neovascularizacion patolégica y como consecuencia retinopatia diabética

proliferativa, una de las causas principales de ceguera.’

La mayor produccion de proteinas de matriz extracelular (fibronectina,
laminina y colagena tipo 1V), PAI-1 y TGF B (factor profibrético), promueven la
acumulacion de matriz extracelular y llevan al engrosamiento de la membrana
basal de capilares sanguineos en glomérulos y retina,’” y en expansion de la
matriz mesangial en rifidn, responsables del desarrollo de nefropatia diabética.
Contribuye también la inhibicién, por PAI-1, de la cascada proteolitica involucrada
en la degradacion de la matriz extracelular. En ocasiones, el balance entre
proteasas y sus inhibidores favorece la degradacion de la matriz extracelular; ya
que la hiperglucemia indirecta o directamente aumenta la expresiéon de
metaloproteinasas de matriz extracelular, dando origen a alteraciones histoldgicas
de los grandes vasos y aumentando el riesgo de ruptura de la placa

ateroesclerotica.?°



2.3 MECANISMOS INDUCTORES DE LAS COMPLICACIONES

Todos los tipos de diabetes (DT) se caracterizan por el desarrollo de patologias
micro y macrovasculares; sin embargo para explicar como se desarrollan estas
patologias, se han generado varias hipotesis (Tabla 4) acerca de como la
hiperglucemia origina cambios quimicos y funcionales en proteinas, alteracion en
la expresidon de genes y dafo endotelial. En los 6rganos y tejidos que no requieren
insulina para captaciéon de glucosa son en los cuales se presentan principalmente
las complicaciones cronicas en condiciones de hiperglucemia (rifion, retina,
cristalino, corazén y sistema nervioso central).

La hiperglucemia cronica provoca aumento de especies reactivas de oxigeno
como resultado de su autoxidacion, por lo que su metabolismo propicia la
acumulacion de metabolitos como la fructosa, sorbitol y triosas fosfato. Estos
ultimos generan a-oxoaldehidos reactivos con alta capacidad de unirse a
proteinas y generar estrés oxidativo. Ademas hay aumento de la sintesis de
diacilgliceroles a partir de las triosas fosfato, las cuales activan a la proteina cinasa
C (PKC). Por otra parte estas desregulaciones metabdlicas causan alteraciones y

dafo tisular, lo que propicia las complicaciones en los pacientes diabéticos.

Tabla 4. Mecanismos por los cuales la hiperglucemia provoca dafio tisular.

= Generacion de estrés oxidativo.

= |ncremento en la activacion en la via del sorbitol.
*= |ncremento en la via de las hexosaminas

= Autoxidacion de la glucosa.

= Activacion de isoformas de PKC.

=  Glucosilacion no enzimatica.

2.3.1 Glicacién
A pesar que desde 1912 Maillard describié el proceso de glicacion en los

alimentos, cinco décadas mas tarde se encontro la primera proteina glicada in



vivo, la hemoglobina A1C, uno de los mejores marcadores del control de la
glucemia a largo plazo.?'

La glicacion involucra una serie de reacciones no enzimaticas, que inician
con la condensacion de los grupos carbonilos de los carbohidratos con grupos
amino, en las proteinas el e-amino de la lisina y amino terminal, formando una
base de Schiff, que por rearreglos moleculares reversibles, forma productos
tempranos de glicacion o de Amadori. Estos, por deshidratacion, oxidacion y
fragmentacién, originan los primeros productos de glicacion avanzada (AGESs)
(carboximetil-lisina) y a-dicarbonilos o a-oxoaldehidos, como: 3-desoxiglucosona,
metilglioxal y glioxal, que al reacciéonar con grupo guanidino originan AGEs
derivados de la arginina,?? o al combinarse simultdneamente con dos aminoacidos
basicos constituyen puentes cruzados que influyen en la agregacion proteica. La
glicacion intracelular depende de ellos; debido a que también se forman a partir de
triosas-fosfato.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) originan compuestos similares a
los AGEs. La accion combinada de estrés oxidativo y glicacion es aun mas dafina
y se conoce como glicooxidacién, lo que se amplifica por productos de

lipoperoxidacion, como malondialdehido y glioxal. 2324

Los AGEs son muy estables y modifican proteinas plasmaticas,
intracelulares (citoesqueleto, histonas), mielina y de la matriz extracelular;
afectando estructuras susceptibles, como la pared arterial, mesangio, glomérulos
renales, vasculatura retiniana, cristalino, perineurum vy fibras nerviosas. La
acumulacion de AGEs, crea pérdida de elasticidad y funcionalidad de la matriz

extracelular o una respuesta inflamatoria por el reclutamiento de macréfagos.?

Los AGEs interactian con receptores en la superficie celular?®, entre otros,
receptores de AGE (RAGE), oligosacaril-transferasa (AGE-RI), fosfoproteina 80K-
H (AGE-R2), galectina-3 (AGE-R3), megalina y receptores carrofieros (ScR-Il y
CD369).3°3" Exceptuando al primero, conducen a endocitosis y degradacion de sus
ligandos y su deficiencia favorece la acumulacion de AGEs y el dano tisular. La
activacion de RAGE desencadena mecanismos de sefializacion mediados por la

NADPH oxidasa y ERO. También agiliza la respuesta inflamatoria, al estimular



proliferacion de macrofagos y musculo liso arterial y aumentar la expresion de
citocinas proinflamatorias y PAI-1. En macréfagos, estimula la produccién de
interleucina 1 (IL-1) y TNF a, mientras que en los glomérulos renales induce la

sintesis de colagena tipo IV, asociada con la glomérulo esclerosis.?*?’

Al ligarse RAGE con citocinas proinflamatorias S100 o calgranulinas,
amfoterina, transtiretina, y péptido amiloide [, se piensa que participa en la
propagacion de mecanismos proinflamatorios en respuesta al dafio tisular. Debe
sefalarse, que las calgranulinas estan aumentadas en tejidos del paciente

diabético.

Se ha identificado en la circulacion, una variante soluble de RAGE, llamada
RAGE endogeno secretor (esRAGE), éste actua como un sefiuelo, evitando que
se active el receptor de membrana. Se produce en el endotelio vascular y
pericitos, probablemente su expresion esta relacionada con diferencias
individuales en la susceptibilidad para desarrollar complicaciones. La
administracion de RAGE soluble evita las complicaciones diabéticas en animales
de experimentacion, por lo que esRAGE o bien un péptido derivado pueden
emplearse como agentes preventivos.?

No obstante que los AGEs son removidos principalmente hasta que las
proteinas son degradadas, su concentracion se regula por:

a. La oxoaldehido reductasa y aldosa reductasa dependientes de NADPH,
gue remueven a sus precursores a-dicarbonilos.

b. El sistema de glioxalasas | y Il, que metabolizan metilglioxal en presencia
de glutation.

c. Transglicaciéon o transferencia del azucar de las bases de Schiff a un
nucledfilo intracelular, principalmente glutation.

d. Degradacion de productos de Amadori por amadoriasas, como la

fructosamina oxidasa y la fructosamina 3 cinasa.

Las amadoriasas podrian no ser benéficas al generar a-dicarbonilos glicantes,

mientras que la transglicacion puede explicar diferencias individuales y tisulares en



el almacenamiento de AGEs y por lo tanto diferencias en la susceptibilidad al dafio

causado por ellos.

Estrategias dirigidas contra la acumulacién y accion de AGEs pueden prevenir

las complicaciones diabéticas, entre ellas:

Remocion de triosas-fosfato precursoras de a-dicarbonilos. La tiamina
(vitamina B1) o benoxigenootiamina aumentan la actividad de la
transcetolasa, que convierte al gliceraldehido-3-fosfato en azucares,
evitando la formacion de AGEs, previniendo la microalbuminuria y
retinopatia en ratas diabéticas.

Bloqueo de dicarbonilos por aminoguanidina, piridoxamina (intermediario de
vitamina B6) y metformina. La aminoguanidina es toxica en humano, la
piridoxamina se encuentra en estudios clinicos fase Il y es muy
prometedora por carecer de toxicidad. La metformina es empleada como
sensibilizador a insulina.

Blogueo de los productos de Amadori por amadorinas, como piridoxamina.
Ruptura de los puentes cruzados mediante agentes como PTB (bromuro de
N-fenaciltiazolio) y ALT-711 [Cloruro de 4,5-dimetil-3-(2-oxo-2-feniletil)-

tiazolio].#”

2.3.2 Via del sorbitol

En drganos y tejidos, cuya captacidon de glucosa no requiere insulina y en los

cuales se presentan las complicaciones cronicas (rifidn, retina, cristalino, corazén

y sistema nervioso), la glucosa a altas concentraciones se metaboliza por la via

del sorbitol o de los polioles. En ella, la glucosa es transformada por accién

secuencial de las enzimas: aldosa reductasa (AR) y sorbitol deshidrogenasa

(SDH). La primera la reduce irreversiblemente a sorbitol y requiere NADPH como

coenzima. Esta enzima controla la via y es activada por concentraciones altas de

glucosa. La segunda convierte al sorbitol en fructosa con formacion de NADH.

Ambas reacciones repercuten en las complicaciones diabéticas, tanto por la

acumulacion de sorbitol, fructosa y NADH, como por la baja disponibilidad de
NADPH. %



Como el NADPH es requerido para la actividad de 6xido nitrico sintasa,
NADPH oxidasa, glutation reductasa y catalasa, su agotamiento conduce a
deficiencia de los sistemas antioxidantes dependientes del glutation y de catalasa,
y a la baja disponibilidad de 6xido nitrico. Para que el glutation realice su accién
como principal antioxidante intracelular, es indispensable que se regenere su
forma reducida (GSH) por accion de la glutation reductasa. De igual manera la

activacion de catalasa depende de NADPH.?%3

En la mayoria de los tejidos, excepto el higado, la fructosa es fosforilada a
fructosa-6-fosfato por una hexocinasa especifica, al entrar ésta a la glucdlisis,
ambas vias se acoplan (Figura 6), como se ha descrito en tejido cardiaco durante
la isquemia-reperfusion y en glomérulos de ratas diabéticas *'** y lleva a las
siguientes alteraciones metabdlicas:

a). Acumulacién de intermediarios glucoliticos, principalmente triosas-

fosfato como el gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y la dihidroxiacetona-fosfato

(DHAP), ambos forman a-oxoaldehidos capaces de glicar proteinas y

generar estrés oxidativo.

b). Aumento de la relacion NADH/NAD* debido a la produccion de NADH

por la SDH y baja en la capacidad de regenerar NAD* en la glucdlisis. *

c). Inhibicién de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Lo que se debe

a multiples causas*' y determina la acumulacion de triosas-fosfato. La

enzima cataliza la oxidacién del G3P a 1,3 bis-fosfo-glicerato, el primer

intermediario de alta energia en la glucdlisis y genera NADH 334,

La acumulacion de sorbitol debido a su incapacidad para difundir con
facilidad al exterior, produce aumento de estrés osmatico en las células, lleva a
dafno del cristalino y desarrollo de cataratas en ratas diabéticas, por lo que el uso
de inhibidores de la AR previene o retarda significativamente la formacion de
cataratas. Sin embargo, la acumulacion de sorbitol no es suficiente para explicar la
neuropatia, retinopatia y nefropatia diabéticas, ya que su concentracién en los

organos afectados, es mucho menor que la observada en los cristalinos®’.



Figura 3. Via del sorbitol
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2.3.3 Activacion de la via de las hexosaminas
La acumulacion de fructosa y fructosa-6-fosfato como consecuencia del aumento
en la via del sorbitol conduce a estimular la via de las hexosaminas; ya que su
primer intermediario, la glucosamina-6-fosfato proviene exclusivamente de
fructosa-6-fosfato y glutamina, mediante la reaccion irreversible catalizada por la
glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFAT). La glucosamina-6-fosfato
da origen a UDP-N-acetilglucosamina y UDP-N-acetilgalactosamina, ambas
requeridas para la glicacion de glicoproteinas y proteoglicanos. EI aumento de
actividad por esta via se asocia con la resistencia a la insulina, complicaciones
diabéticas y aterogénesis; ya que lleva a disminuir la actividad de la 6xido nitrico
sintasa, estimular la expresion de TGF ay [B1, PAI-1 y del represor de la
transcripcion, proaterogénico 1d2, como consecuencia de la alteracion de vias de

transmisién de sefiales y modificaciones postraduccionales de proteinas.3839404142

La N-acetilglucosaminilacién o adicién de N-acetilglucosamina a residuos
de serina o treonina, catalizada por la O-Glucosamil-N-acetil transferasa (OGT),
ocurre en diversas proteinas incluyendo, factores de transcripcion (Sp1, c-myc,
CREBP y STAT-5), enzimas (glucégeno sintasa, RNA polimerasa 2 y 6xido nitrico

sintasa endotelial) y en los substratos del receptor de insulina 1 y 2. La N-



acetilglucosaminilacién de Sp1 y CREBP los activa, el primero induce la expresiéon
de TGF 31 y PAI-1, mientras que el segundo aumenta la expresién de fibronectina.
Por otra parte, la glucosaminilacion de éxido nitrico sintasa endotelial impide su

activacion por fosforilacion.*!4344

La acumulacion de glucosamina, al interferir con el plegamiento de
proteinas en el reticulo endoplasmico (RE), provoca sobrecarga de proteinas mal
plegadas y estrés del organelo; asociado con esteatosis hepatica vy
ateroesclerosis. Un efecto similar se observa con homocisteina, obesidad y
acumulacion de colesterol libre intracelular, factores que con frecuencia se

presentan en diabetes y ateroesclerosis agudizando los efecto de la glucosamina.

Figura 4. Via de las hexosaminas

Glygosa

Glucosa-6-fosfato
/ GFAT \

Glc-1-fosfato Fructoszl-6-f0sfat0
UDP-Glc GlcN-6-fosfato Triosa-fosfato

KGlucégeno UDPGLcNac Glucolisis /

Después de entrar a la célula via transportador de glucosa, ésta es fosforilada a glucosa-6-fosfato
y utilizada principalmente para la sintesis de glucégeno y glucdlisis. En condiciones normales la
via de las hexosaminas recibe del 1-3% de la glucosa entrante via la conversion de fructosa-6-
fosfato a glucosamina -6-fosfato (Glcn-6-fosfato) por la enzima limitante: fructosa-6-fosfato
amidotransferasa (GFAT). El principal producto de esta ruta es la uridindifosfoglucosa-N-
acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) que actia como substrato para todas las rutas de glicosilacion.




2.3.4 Activacion de la proteina cinasa C
La proteina cinasa C (PKC) pertenece a la familia de las serinal/treonina
fosfocinasas, y presenta por lo menos once isoformas codificadas por 10 genes
diferentes, clasificados en cuatro clases: las convencionales o clasicas
(dependientes de Ca?" y fosfolipidos; a, B1, B2 y V), las nuevas (independientes de
Ca?;d,¢,ny 0),las atipicas ({y A) y las independientes de Ca?* y fosfolipidos (u)

La hiperglucemia es acompafada de la activacién anormal de la PKC, como
consecuencia del incremento en la formacién de diacilgliceroles en células del
endotelio, retina y glomérulos renales de organismos con complicaciones
diabéticas. Asi como, en células vasculares cultivadas en presencia de altas
concentraciones de glucosa (22 mM). El incremento de DAG se atribuye a su
sintesis de novo a partir de triosas intermediarias de la glucdlisis, en particular de
la DHAP que se acumula debido a las alteraciones metabdlicas ya discutidas. Sin
embargo, recientemente se ha descrito, que al menos en células del musculo liso
vascular, la formacion de DAG depende de la accion de la fosfolipasa C, enzima
cuya fosforilacion y activacion es inducida en estas células por concentraciones
altas de glucosa, a través de un mecanismo poco conocido mediado por la aldosa
reductasa, primera enzima de la via de los polioles. Otros activadores de la PKC
son el metilglioxal, glucosamina, AGEs y ERO. Todos ellos son el resultado de las
alteraciones metabdlicas en la diabetes.*¢4748:49.50

Las alteraciones tisulares atribuidas a la activacion de la PKC son muy
variadas, y dependen de su participacién en los mecanismos de transduccion de
sefales e induccion de la expresidn de diversos genes, asociados con la patologia
de la diabetes, incluyendo a los de proteinas de matriz extracelular (fibronectina y
colageno tipo 1IV), PAI-1, VEGF, TGF B y su receptor y de NADPH oxidasa.
Ademas, afecta la produccién de la sintasa del 6xido nitrico y estimula la expresién
de endotelina-1, vasoconstrictor potente que se encuentra incrementado en
pacientes con diabetes tipo 2 o con complicaciones ateroesclerdticas. Cabe
mencionar que la activacion de la NADPH oxidasa, via PKC, se acompafa con la

produccion de ERO y estrés oxidativo. 4°°0°"



2.3.5 Aumento del estrés oxidativo

La mayoria de los cambios metabdlicos, derivados de las concentraciones altas de
glucosa, promueven estrés oxidativo, debido a la formacion de ERO y disminucién
en la capacidad antioxidante. Las ERO se originan principalmente por la cadena
respiratoria mitocondrial y activacion de NADPH oxidasa. Por ambos se produce el
radical anién superoxido, del cual derivan el peréxido de hidrégeno y el radical
hidroxilo, adjuntamente se produce peroxinitrito al reaccionar el superoxido con el
oxido nitrico. Todos ellos son oxidantes altamente reactivos y el consumo de 6xido
nitrico disminuye su biodisponibilidad, contribuyendo asi al dafio vascular.®2%3

La cadena de transporte de electrones mitocondrial la conforman cuatro complejos
enzimaticos (I, Il, Il y 1V), el citocromo C y la ubiquinona o coenzima Q
(movilizador de electrones). El flujo de electrones inicia a partir de NADH y FADH,
provenientes de la glucdlisis o del ciclo de Krebs. Los electrones fluyen hasta el
oxigeno para formar agua, pero cuando se intensifica el gradiente de protones en
la membrana mitocondrial, se inhibe el transporte de electrones al Complejo Il y
éstos se acumulan en la coenzima Q, lo que provoca que el oxigeno se reduzca
parcialmente para formar al anidn superoxido. La reduccién acelerada de la
coenzima Q y formacién de ERO marcan el inicio de la disfuncion mitocondrial,
involucrada en los desordenes metabdlicos y tisulares de la diabetes y otras

enfermedades.®®

La principal fuente de ERO durante la hiperglicemia depende del tipo
celular, en el endotelio vascular es la mitocondria, mientras que en el mesangio

renal es la NADPH oxidasa.

El efecto deletéreo de las ERO se atribuye a modificaciones oxidativas de
diversas moléculas al ocasionar lipoperoxidacion, dafio a membranas, ruptura del
DNA y muerte celular. Siendo el DNA mitocondrial muy susceptible por carecer de
histonas. El dafno al DNA induce su reparacion y activacion de la poli (ADP)-ribosa
polimerasa (PARP), cuya actividad puede conducir a la muerte celular. La sobre-
expresion en la mitocondria de la proteina desacoplante 1 o la superdxido
dismutasa, dependiente de manganeso, evitan la muerte celular inducida por altas

concentraciones de glucosa. La primera al impedir que se intensifique el gradiente



de protones y la segunda al consumir al superodxido, y con ello ambas evitan la
activaciéon de PARP.

El aumento de ERO en el paciente diabético y en modelos experimentales,
esta presente aun antes de que las complicaciones diabéticas sean evidentes. Por
lo cual, se ha sugerido que no solo se asocian con sus complicaciones, sino
también con el desarrollo de resistencia a la insulina.

Aunque la hiperglucemia y la diabetes se relacionan con una disminucion
en la capacidad antioxidante global, la respuesta de los distintos componentes de
la defensa antioxidante es variada, dependiendo de los tejidos implicados y de la
severidad de la enfermedad. Lo anterior, se ha hecho patente por resultados
experimentales contradictorios cuando se analizan metabolitos o enzimas
antioxidantes individuales, por ejemplo, algunas enzimas como la superdxido
dismutasa y la glutation reductasa, aumentan como respuesta compensatoria al
estrés oxidativo. Sin embargo, por lo general se observa un declive en los
sistemas antioxidantes, debido a la poca disponibilidad de glutation reducido y
NADPH. La deficiencia en NADPH durante la hiperglucemia, se debe a que se
consume en la via de los polioles, y a que disminuye la actividad y expresion de
una de las principales enzimas que lo forman, la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, en 6rganos como el rifidn, higado y pancreas. La actividad de
esta enzima en el pancreas de rata disminuye aun en condiciones de
hiperglucemia leve o intolerancia a la glucosa y se ha encontrado que su

deficiencia es un factor que predispone a la diabetes en poblaciones humanas.



2.4 GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA.

La G6PDH es una enzima que pertenece al grupo de las enzimas lipogénicas.
Esta familia de enzimas incluye la acido graso sintasa, acetil-coenzima A
carboxilasa, ATP citrato liasa, enzima malica y G6PDH, estas enzimas catalizan
reacciones para la sintesis de novo de acidos grasos. En especial la enzima
G6PDH es considerada como una enzima lipogénica debido a que provee el
sustrato NADPH, para la produccion de palmitato por la acido graso sintasa.*

La G6PDH es la enzima que limita la via de las pentosas fosfato que ademas de
proveer el NADPH genera precursores para la sintesis de los acidos nucleicos. El
gen de la G6PDH en los mamiferos se localiza en el cromosoma X, tiene una
extension de 18kb y es considerado como un gen que se expresa
constitutivamente en varios tejidos y en especial en el tejido adiposo, en el higado,
pulmon y células que proliferan.>

Este gen es modulado por diferentes estimulos externos incluyendo las hormonas:
insulina, el B-estradiol, la dihidroepiandrosterona, la adrenalina, la cortisona y la
tirosina; asi como el factor de crecimiento epidermal (EGF) que induce la
expresion del gen de la enzima. Los carbohidratos en la dieta incrementan la
sintesis de G6PDH, en especial con glucosa seguida de sacarosa y fructosa, la
magnitud de este incremento es determinada por la cantidad de carbohidratos
consumidos, contrario a este efecto la presencia de acidos grasos en la dieta
puede inhibirla.®®

Asi como las hormonas y la dieta regulan la actividad de la enzima, el vanadato y
el selenato inducen la expresion y actividad de la G6PDH ya que mimetizan la
accion de la insulina. Dentro del grupo de vitaminas hidrosolubles la nicotinamida y
el acido nicotinico inducen la expresion del ARNm de la G6PDH en células de
jurkat, este comportamiento también se observa con la forma oxidada de la
vitamina C, reflejandose en el aumento en las concentraciones de glutation e
inhibicion de la produccién de H 0, evitando de esta manera la muerte celular.
Finalmente es de mencionar que dietas deficientes en cobre incrementan las

concentraciones de la enzima en animales con diabetes experimental.%:57:5859



2.4.1. Oxidacion de la glucosa: via de las pentosas fosfato
La via de las pentosas fosfato constituye una via alterna para el metabolismo de la
glucosa; no produce ATP pero cuenta con dos funciones importantes:

e Produccion de NADPH, coenzima empleada para la sintesis
reductora (de acidos grasos y esteroides), reduccion de peréxido de
hidrogeno (via redox del glutation y catalasa), fagocitosis (NADPH
oxidasa), y eliminar esteroides, alcoholes y drogas (sistema del
citocromo P-450).

e Produccion de residuos de ribosa para la biosintesis de nucleétidos y
acidos nucleicos.

La ruta de las pentosas fosfato actua en dos fases: oxidativa y no oxidativa;
en la fase oxidativa la primera reaccién es catalizada por la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), que oxida a la glucosa 6-fosfato a la correspondiente
lactona. Esta lactona se hidroliza por una lactonasa especifica a 6-fosfogluconato,
que experimenta una descarboxilacion oxidativa, para dar CO,, NADPH y una
pentosa fosfato, la ribulosa-5-fosfato. En la fase no oxidativa parte de la ribulosa-5-
fosfato se convierte en otros azucares de cinco carbonos, incluyendo la ribosa-5-
fosfato; la cual puede utilizarse en la sintesis de nucleétidos o en el siguiente paso
de la ruta de las pentosas. Posteriormente una serie de reacciones convierten tres
moléculas de azucares de cinco carbonos, en dos moléculas de un azucar de seis
carbonos y una molécula de un azucar de tres carbonos. Algunos de estos
azUcares se convierten en glucosa-6-fosfato, y el ciclo se repite.®°
El destino real de los azucares fosfato, depende de las necesidades metabdlicas
de la célula en la que se esta desarrollando la ruta. Si la necesidad principal radica
en la sintesis de nucledtidos y acidos nucleicos, el principal producto es la ribosa-
5-fosfato, y no se producen la mayor parte de los reordenamientos de la fase no
oxidativa. En contraste, si la necesidad principal es la generacion de NADPH, la
fase no oxidativa genera compuestos que pueden convertirse con facilidad en
glucosa-6-fosfato. Por ultimo, una célula con necesidades moderadas de NADPH
y de pentosas fosfato, la fructosa-6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato producidos
en la fase no oxidativa pueden catabolizarse en mayor medida mediante la
glucdlisis y el ciclo del acido citrico. Dadas las multiples necesidades metabdlicas

de una célula, es improbable que ninguno de estos tres modos de actuaciéon se



emplee de manera exclusiva en una determinada célula. Los tejidos con mayor
actividad de la via son: higado, glandula mamaria, tejido adiposo y corteza
adrenal; quienes cuentan con un sistema enzimatico completo, cerca del 30% de
la oxidacion de la glucosa que tiene lugar en el higado transcurre por esta ruta
(Figura 5).

Figura 5. Via de las pentosas fosfato
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2.4.2. Importancia de la G6PDH

La ruta de las pentosas es especialmente activa en la generacién de poder
reductor en los eritrocitos de los vertebrados y sin la participacién de la G6PDH
no se podria llevar a cabo. La G6PDH es considerada como una de las enzimas
antioxidantes intracelulares mas importantes de respuesta al estado redox, en un
ambiente de estrés oxidativo incrementado, debido a que la enzima es la principal
fuente generadora de NADPH requerido por otros sistemas antioxidantes tales
como el sistema catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y el péptido
glutation. Las evidencias han demostrado que la condicidon de estrés, estriba
principalmente en cambios en la actividad de la G6PDH, siendo esencial la
expresion del gen que codifica para la G6PDH en la proteccion de la célula.
Dentro de los estudios que asocian la G6PDH vy el estrés oxidativo, destacan los
realizados con células carentes del gen que codifica para la G6PDH, lo que indica
ser altamente sensibles al estrés oxidativo, como sucede con los endotelios
vasculares que a falta de NADPH se acumulan especies reactivas de oxigeno y el
resultado es la disfuncion endotelial.®®

En cultivos celulares bajo estrés oxidativo, el comportamiento de la
actividad de la G6PDH tiende a incrementarse mientras el glutation disminuye.
Cuando la G6PDH alcanza su maxima pico el glutation inicia su incremento. Este
tipo de respuesta se considera como una adaptacion celular, en células expuestas
a perodxido de hidrégeno o a drogas que disminuyen los niveles de glutation
reducido. Contrario a esto, en diabetes experimental y en cultivos celulares
expuestos a concentraciones altas de glucosa, la actividad de la G6PDH
disminuye significativamente, es probable que el ambiente oxidativo generado por

la hiperglucemia provoque cambios estructurales de la G6PDH.



2.4.3. Deficiencia de G6PDH

La importancia de la G6PDH se puso de manifiesto gracias a la investigacion de
un trastorno genético humano frecuente, el déficit de G6PDH. Durante la segunda
guerra mundial se administré profilacticamente, el farmaco antipaludico llamado
primaquina a los miembros de las fuerzas armadas, como consecuencia de ello
gran parte de los militares presentaron anemia hemolitica, o que posteriormente
se comprobd fue a causa de un déficit de G6PDH. Compuestos como la
primaquina generan un estrés oxidativo que se manifiesta, por la aparicién de
peréxido de hidrogeno y peroxidos organicos en los eritrocitos. En condiciones
normales estos perdxidos se inactivan gracias al glutation reducido debido a su
grupo tiol libre que constituye un importante mecanismo de proteccidon contra el
estrés oxidativo. El glutation una vez oxidado se reduce gracias a la enzima
glutation reductasa dependiente de NADPH. En los eritrocitos el glutation tiene
una funcidbn muy importante y es la de mantener la hemoglobina en estado
reducido (Fe?"), asi pues el eritrocito es especialmente sensible a la deplecién del
glutation y puesto que la via de las pentosas fosfato es practicamente nica ruta de
los eritrocitos para generar NADPH, los hace vulnerables al estrés oxidativo.®

Al sindrome de deficiencia de la enzima en el humano se le conoce como favismo,
enfermedad caracterizada por anemias hemoliticas y aumento en la sensibilidad
oxidante del eritrocito. Los individuos con esta falla en condiciones de estrés
oxidativo, como son la ingesta de habas (Vicia faba) o la administracién de drogas
del tipo antipaludico, antipiréticos y analgésicos, cursan con crisis hemoliticas. Los
individuos con este déficit son asintomaticos, hasta que se ven sometidos a un
estrés oxidativo que genere una cantidad de peroxidos suficiente que agoten al
glutation reducido disponible. La reduccion del glutatiéon oxidado resultante para
producir de nuevo glutation reducido se ve alterada, puesto que las
concentraciones de NADPH son insuficientes para permitir la funcién de la
glutation reductasa. Ello hace que se acumule metahemoglobina (Fe®") a costa de
la hemoglobina, lo que modifica la estructura de la célula, debilitando la membrana

y haciéndola vulnerable a la ruptura o hemodlisis.®" ¢



2.5. GLICERALDEHIDO 3-FOSFATO DESHIDROGENASA

La Giliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es wuna enzima
multifuncional con actividad en citoplasma, membrana y nucleo, tradicionalmente
es considerada como una enzima constitutiva, que pertenece a la via glucolitica.
GAPDH cataliza la reaccion del 3-fosfoglicerato y forma complejos con enzimas
por ejemplo la 3-fosfoglicerato cinasa en la via glucolitica para generar 1,3-
difosfoglicerato o por la 2,3- difosfoglicerato cinasa para producir 2,3-
difosfoglicerato que es uno de los efectores alostéricos mas importantes de la
hemoglobina, ya que su concentracion intracelular cambia en respuesta a la
alteracion de condiciones normales. Dentro de la serie de variadas actividades
bioldgicas que posee es como proteina de membrana durante la endocitosis, en el
citoplasma esta involucrada en el control traslacional de la expresion génica, en el
nucleo funciona como exportador de tARN durante la replicacion y reparacion del
ADN; asi como en la apoptosis de algunas células.®®

La actividad de GAPDH es extremadamente sensible a modificaciones debidas a
los procesos celulares, tal es el caso de la diabetes. Esta enzima contiene en su
sitio activo un grupo tiol, el cual es altamente reactivo y por lo tanto sensible a la
modificacion por muchos compuestos, dentro de estos encontramos aldehidos
reactivos, agentes glicantes y radicales oxidativos lo que nos conduce a la pérdida
de su actividad. En la diabetes se encuentran incrementadas las concentraciones
de estos compuestos y disminuida su capacidad de generar NAD®, pues la
actividad de esta enzima depende de la regeneracion de la forma oxidada de este
nucleodtido, ya que GAPDH controla un paso metabdlico crucial que determina los
niveles de precursores de metilglioxal (fuente de AGE’s) y por lo tanto su

produccion.®®



Figura 6. Ubicacion de la enzima Gliceraldehido 3- fosfato deshidrogenasa en la

glucalisis.
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2.5.1. Inhibicién de la GAPDH
Esta enzima desempefia un papel fundamental en la génesis de las
complicaciones diabéticas, por lo tanto toda perturbacion en el estado redox de las
células, puede influenciar la actividad de GAPDH, uno de los principales factores
de inhibicidn podria ser la acumulacion de intermediarios glucoliticos anteriores a
la accion de esta enzima.
Son muiltiples las causas que reducen su actividad, entre ellas:®%%”

* Aumento en su degradacion debido a la disociacion de sus cuatro
subunidades, causado por altas concentraciones de NADH generadas
en la via del sorbitol.

* Oxidacion de sus grupos tiol (SH) necesarios para su actividad, como
consecuencia del estrés oxidativo.

e Disminucion de su expresion debido a la reduccion de insulina, hormona
que regula la transcripcion del gen de la enzima.

e La acumulacién de aldehidos que inhiben a la enzima.

« Decremento de NAD™ necesario para que actue.

* Glicacién de la enzima.

De este analisis se puede especular que la GAPDH, esta involucrada en el estrés
oxidativo de las células durante la diabetes, debido a que la concentracion
intracelular de la glucosa es alta, razon por la cual se genera estrés oxidativo y se
altera el metabolismo mitocondrial aumentando la produccion de superodxido
reactivo, lo que activa los cuatro principales mecanismos de dafo por
hiperglucemia debida a la inhibicion de GAPDH, estos mecanismos son:¢*’

o Aumento del flujo en la via de los polioles o via del sorbitol.

o Activacién de la proteina cinasa C (PKC)

o Aumento del flujo en la via de las hexosaminas

o Aumento en la formacion de AGE’s



2.6. GLUTATION

El glutatiéon (GSH) es un tripéptido formado por los aminoacidos L-y-glutamil-L-
cisteinilglicina, con un peso molecular de 307 (figura 7), en las células de
mamiferos asi como en plantas, es el tiol predominante en las reacciones redox
que se llevan acabo como defensa contra el estrés oxidativo, reacciona rapida y
no enzimaticamente con radicales OH y con N.Os; y peroxinitrito, productos
citotoxicos formados a partir de la reacciéon de oxido nitrico (NO) con O, y
superoxido respectivamente, también participa en la la detoxificacién de perdxido
de hidrégeno y peréxidos lipidicos; cada una de estas reaccidnes conduce directa
o indirectamente a la formacién de glutation oxidado o glutatién bisulfito(GSSG),
este es reducido intracelularmente a GSH por la GSSG reductasa cuya reacciéon
depende de NADPH. Se piensa que el enlace y-peptidico protege a este tripéptido
de la degradacién por aminopeptidasas. En las células, tejidos y plasma, el
glutation se presenta en varias formas: Glutation disulfito (GSSG) formado por la
oxidacion y también llamado Glutation oxidado, pero ademas de productos de la
oxidacion otros productos se pueden formar, como ejemplo; sulfonatos y otros
como GSSR, pero los principales son los glutatiéon-cisteinil disulfitos en las

proteinas pues de esta manera las proteinas son glutationadas.®®

Figura 7.

Estructura quimica del glutation



En condiciones normales existe una proporcién [GSH])/[GSSG] >100, sin embargo
en situaciones donde existe un incremento significativo de estrés o si existen
factores limitantes de la reaccion de la GSSG reductasa (por ejemplo: la
deficiencia en la actividad de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa lo que pude
disminuir la disponibilidad de NADPH) provoca acumulacion de GSSG teniendo
como consecuencia dos factores: i) la pérdida de la proporcién [GSH]/[GSSG],
llevando a la célula a la transcripcidn de elementos de respuesta oxidante v ii) el
GSSG es preferentemente secretado de la célula lo cual incrementa la necesidad
de sintetizar de novo GSH. El GSH se degrada en sus aminoacidos constitutivos
mediante la via y-glutamil-transpeptidasa y cisteinil-glicina dipeptidasa.
Principalmente la deplecién del GSH esta ligada a una gran variedad de
enfermedades incluyendo cancer, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas.5¢%°

En las células, el glutatién puede estar libre o unido a proteinas como se mencion6
previamente, el glutation libre se encuentra principalmente en su forma reducida,
la cual puede pasar a su forma oxidada durante el estrés oxidativo y puede ser
revertido por la accidon de la enzima glutatidon reductasa, el estatus redox depende
del contenido relativo de la forma oxidada y reducida del glutation y esta relacion
es critica y determinante en la celula.®®

El decremento en el contenido de GSH en diabéticos puede ser causado por
diferentes rutas incluyendo: 1) el incremento de la sintesis de sorbitol lo cual causa
una deplecién de NADH y la deficiencia de esté, limita la reduccién del glutation en
forma oxidada catalizada por la glutatién reductasa. 2) la actividad de las enzimas
involucradas en la via de las pentosas fosfato, las cuales generan NADPH. 3) el
GSSG puede atravesar la membrana del eritrocito debido al dafio provocado en

ésta generado por estrés oxidativo.”"



2.6.1. Sintesis y regulacién del GSH

El GSH es sintetizado a partir de sus aminoacidos constituyentes con ayuda de las

enzimas y-glutailcisteina sintetasa (yGCS) y la GSH sintetasa (GS) (Figura 8)

Es muy importante mantener el balance entre la sintesis y la pérdida de GSH; el

nivel de GSH en la célula se mantiene constante en mayor parte gracias a su

regeneracion proveniente de la GSSG reductasa a partir de GSSG. En el caso de
la hiperglucemia, este nivel disminuye rapidamente provocando con ello un
aumento en el nivel de GSSG.

La sintesis de novo de GSH esta regulada por lo menos por tres factores:5¢°

1 El nivel de yGCS presente en la célula. La mayoria de las reaccidnes

espontaneas o catalizadas que contribuyen a la pérdida de GSH intracelular son

con electrofilos, muchos de ellos formados enddgenamente por el sistema
citocromo P450.

1 La disponibilidad de los sustratos. La concentracién intracelular de GSH varia
con el tejido y el estatus nutricional, pero no asi los niveles de cisteina pues
éstos son bajos comparados con los de glutamato y la glicina por la tanto la
disponibilidad de cisteina limitan la sintesis de GSH.

2 La retroinhibicién de GSH y yGCS. En hiperglucemia podria darse otra de las
causas por las que disminuye la sintesis de GSH: la inhibicion de yGCS
debida a la fosforilacion por proteinas cinasa (PKA y PKC) ya que pueden
fosforilar residuos de serina y treonina de la subunidad pesada de yGCS. El
dafio causado por la hiperglucemia puede incrementar esta fosforilacién y con
ello disminuir la eficiencia de los mecanismos de proteccion celular
dependientes de GSH."



Figura 8. Relacion entre el Glutation y algunas enzimas antioxidantes.
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2.7. GLICINA

La glicina es un aminoacido no esencial, que se encuentra en muchos alimentos

con un alto contenido de proteinas como el pescado, la carne, los frijoles y los
productos lacteos. En el organismo puede ser sintetizado a partir de la serina la
cual también es sintetizada endégenamente. Se sabe que la glicina de la dieta
protege al organismo contra shock tanto por pérdida sanguinea como por
endotoxinas, reduce la concentraciéon de alcohol en el estdmago y aumenta la
recuperacion de la hepatitis producida por alcohol, disminuye el dafo hepatico
producido por farmacos hepatotdxicos y bloquea la apoptosis en rifidn disminuye
la nefrotoxicidad inducida por la ciclosporina A, que es un farmaco
inmunosupresor, previene la hipoxia y la formacion de radicales libres ademas de
ser un neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central.”

Es el aminoacido mas pequeno, carece de una cadena lateral significativa que
pudiera impartirle limitaciones estructurales y por ello es parte importante en la
estructura de ciertas proteinas ya que los residuos de glicina pueden acomodarse
en el interior hidrofdbico de las proteinas lo cual les confiere flexibilidad en los
pliegues para formar hélices. Péptidos con secuencias repetidas de glicina estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza, se encuentran en las queratinas, en las

proteinas filamentosas y en las laminillas nucleares.”

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de la Glicina

IUPAC acido aminoetanoico
Férmula quimica C2HsNO:

Masa molecular 75,07 g mol™

Punto de fusién 535 K (se descompone)
Densidad 1,607 g cm™

AHSL -981,1 kJ mol™

AH® -528,6 kJ mol™
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2.7.1. Importancia de la glicina

Las funciones de la glicina se deben a su pequefio tamafo y a la falta de una
cadena lateral significativa, que podria afectar a las caracteristicas fisicas de este
aminoacido por impartir carga, hidrofobicidad u otras limitaciones estructurales.
Estas propiedades permiten a la glicina desempefiar un papel importante en la
estructura de ciertas proteinas y actuar en varias funciones celulares como un
modificador biolégico. El colageno es rico en moléculas de glicina y ahora se sabe
que la sustitucion de un solo residuo de glicina por otro residuo dentro de la
molécula de colageno es la base de algunas enfermedades hereditarias como la
osteogénesis imperfecta y la epidermdlisis bulbosa pruriginosa.”™

La actividad biolégica de algunas moléculas puede ser alterada por la adicion o
eliminacion de un residuo de glicina. La conjugacion con glicina es un importante
mecanismo de destoxificacion. Por ejemplo el retraso en el desarrollo de glicina N-
acetiltransferasa en nifios puede afectar a la destoxificacién de varios farmacos y
xenobioticos. La conjugacion con glicina es también un importante proceso
fisiolégico, y la union a acidos biliares permite su paso a través de las membranas
celulares. La a-amidacién peptidica es necesaria para liberar algunas hormonas
de sus precursores ricos en residuos de glicina. Este proceso postrasduccional
terminal, es esencial para la activacion biolégica de muchas hormonas peptidicas,
tales como gastrina y neuropéptidos. Sus funciones fisiologicas incluyen:
regulacion del volumen celular, estabilizacion del potencial de membrana,
transduccion de sefales, transporte transepitelial y acidificacion de organulos
intracelulares.™

2.7.2. La glicina como molécula de comunicacion extracelular

Los canales idnicos tienen un papel clave en el mantenimiento de la integridad
celular. Sus funciones fisiolégicas incluyen: regulacion del volumen celular,
estabilizacion del potencial de membrana, transduccion de sefales, transporte
transepitelial y acidificacion de organulos intracelulares. El receptor de glicina es
un complejo pentamérico que forma un canal transmembrana selectivo de cloro,
que se expresa predominantemente en la médula espinal y elbcerebro. En dichas

regiones la glicina actia como un neurotransmisor inhibidor.”



2.7.3. Receptores de la glicina
La glicina ejerce su accidén inhibidora por union a su receptor que esta
ampliamente localizado en las membranas neuronales postsinapticas. La senal
inhibidora postsinaptica, bloquea la accién despolarizadora de la neurotransmisidn
por incremento de la permeabilidad al ClI" a través de la membrana neuronal
postsinaptica. Igualmente se ha demostrado que una amplia variedad de células
involucradas en la inflamaciéon (células de Kupffer, macréfagos alveolares vy
neutrofilos) también contienen canales de cloro sensibles a glicina. La glicina
provoca por hiperpolarizacion de la membrana plasmatica de leucocitos una
menor sensibilidad a los estimulos inflamatorios tales como endotoxinas y
posiblemente a una amplia variedad de factores de crecimiento. Con la produccion
de estimulos externos tales como endotoxinas, se produce un influjo dependiente
de voltaje de calcio libre extracelular a través de canales dependientes de voltaje.
Este incremento en el calcio intracelular es impedido debido al estado de
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica creado por la interaccion de la
glicina con su receptor. De esta manera se bloquea la produccion de sefales
intracelulares y la produccion de citocinas que son dependientes del incremento
del calcio intracelular, lo que previene la cascada de produccion de citocinas
inflamatorias que sigue a la activacion de las células de Kupffer y otros tipos de

células sanguineas que contengan este tipo de receptor.™ 7

2.7.4. La glicina como antioxidante
El estrés oxidativo puede afectar a la integridad celular sélo cuando los
mecanismos antioxidantes no son capaces de superar la generacién de radicales
libres. Dicho estrés induce un incremento en la permeabilidad y un descenso en el
potencial de membrana. El efecto de la glicina sobre las actividades de las
enzimas antioxidantes, podria derivar del bloqueo ejercido por este aminoacido
sobre la activacion de las células de Kupffer, productoras de radicales libres tanto
de oxigeno como de nitrégeno y de citocinas, cuyas concentraciones se
incrementarian en condiciones de dafo por isquemia/reperfusion provocado por
shock hemorragico agudo. Dicho bloqueo impediria la actuacion de estos factores
sobre las enzimas antioxidantes, con la restauracion de valores préximos a

controles, tanto de la actividad como de los ARNm, de dichas enzimas.”™



2.7.5. La glicina como antiinflamatorio
Las células de Kupffer del higado constituyen el 80% de los macréfagos
residentes en el organismo. La glicina bloquea el proceso inflamatorio sistémico
qgue se origina en una amplia variedad de estados patoldgicos tales como trauma,
shock hemorragico, sepsis, quemaduras, debido a la activacion de macrofagos
que liberan potentes mediadores inflamatorios tales como citocinas téxicas y
eicosanoides, los cuales desempefian un importante papel en la respuesta
inflamatoria. La glicina ha mostrado ser benéfica en diferentes condiciones
patolégicas que involucran estrés oxidativo, puede disminuir la generacion de los
radicales libres por su participacién en la biosintesis del glutation. La glicina
reduce los niveles de hemoglobina glucosilada y coadyuva al retraso y
disminuciéon de las complicaciones asociadas a la diabetes tipo 2, como el
sindrome del pie diabético, dafios renales, en la retina o los vasos sanguineos,
entre otros. La glicina evita que la glucosa se adhiera a las proteinas, y asi
favorece la disminucion de los niveles de ésta y en las proteinas de larga vida
reduce la formaciéon de productos de glicacion avanzada, ademas de coadyuvar a
la produccién de insulina. Los pacientes con diabetes presentan un elevado nivel
de hemoglobina glucosilada, como resultado del exceso de glucosa circulante que
se adhiere a la hemoglobina HbA1c, en pacientes con diabetes se encuentran
niveles superiores a lo deseable (mas de 5 por ciento de la hemoglobina del

organismo).”*"®

2.7.6. Glicina y o6xido nitrico
Se ha relacionado al 6xido nitrico (NO), un mediador biolégico de vida media corta
plasmatica, producido por diversos tipos celulares tales como células inflamatorias
y hepaticas, tanto con el mecanismo de sefiales moleculares como con distintas
patologias derivadas de sus efectos téxicos. Se han descrito tanto efectos
beneficos como perjudiciales al inhibir su formacion. Existe un consenso
generalizado segun el cual la excesiva produccion de NO es citotoxica y
contribuye al dafio celular en distintos estados patologicos, incluyendo dafio
pulmonar agudo, shock endotdoxico y dafo producido por los fendmenos de
isquemia/ reperfusion. En condiciones fisioldgicas el NO liberado de las células del

endotelio vascular a través de la NOS constitutiva (ecNOS), regula el tono



vascular, la presién sanguinea y la perfusién tisular. En diferentes condiciones
patoldgicas, sin embargo, la forma inducible de la éxido nitrico sintetasa (INOS)
puede producir grandes cantidades de NO que estan implicadas en la induccion
de dafio celular y disfuncion organica. Es posible que este aumento en la
formacion de NO esté involucrado en la descompensacion vascular, el fallo
organico y la fisiopatologia de la respuesta inflamatoria sistémica. Todo esto nos
lleva a establecer una relacion entre el aumento de las especies reactivas de
oxigeno, el incremento en la produccién del TNF- a y la produccion de NO
derivado del aumento en la expresion de la iINOS. Se podria sugerir que el
aminoacido glicina impide el efecto toxico derivado del incremento de la
concentracion de NO al bloquear tanto la produccion de radicales libres como la
produccion de citocinas inflamatorias, factores que favorecen la produccion de NO
derivado de la iNOS. 727

2.7.7. Glicina y factores de transcripciéon
En las células eucariotas la expresidon de los genes esta controlada por los
factores de transcripcion. La actividad de las proteinas que pueden unirse al ADN,
como c-Jun, c-Fos o la familia Rel/NF-kB regulan la actividad transcripcional de los
genes de las citocinas. La gran mayoria de los genes que codifican para citocinas
que participan en la respuesta inflamatoria tienen sitios kB en sus regiones
promotoras.El factor nuclear-kB (NF-kB) es un factor transcripcional identificado
inicialmente como una proteina de origen linfoide, que se une al oligonucledtido
GGGACTTTCC presente en muchos genes. Modificaciones en el NF-kB/Rel/lkB
dan lugar a la activacion de NF-kB El papel de NF-kB esta relacionado con la
respuesta inflamatoria y desempefa un papel importante en la activacion de las
células hepaticas estrelladas. Se ha sugerido un papel antiapoptético de NF-kB.
Las vias de activacion de NF-kB son extremadamente sensibles a los cambios en
el estado oxidativo celular. Las especies reactivas de oxigeno generadas en
condiciones de shock hemorragico activan factores reguladores nucleares como
NF-kB que afecta a la transcripcion de genes de citocinas. La glicina administrada
bien por via oral o en inyeccién inhibe la activacion del factor transcripcional NF-
KB, que podria deberse no a un efecto directo sobre NF-kB sino mas bien al

bloqueo o disminucion de diversos factores que podrian inducir su estimulacion, y



gue se pueden relacionar con alteraciones redox celulares como son las ERO, el
NOy el TNF-a.™

2.7.8. Mecanismo de accion de la glicina
Ya que la glicina es uno de los aminoacidos que desciende en suero en el shock,
el papel inmunorregulador de la glicina puede ser muy importante. La dieta con
glicina permite incrementar la concentracion sanguinea de glicina a mas de 1 mM
desde concentraciones de 0,1-0,2 mM vy proteger contra el shock causado por
disminucién sanguinea o endotoxinas. Probablemente la glicina tenga efectos
inhibidores en mecanismos de comunicacion celular, en células que contengan un
canal de cloro sensible a glicina. Los canales de calcio sensibles al voltaje
cumplen una funciéon primordial en la elevacion del calcio, necesario para los
mecanismos de accidén intracelular en muchos tipos celulares inmunes como las
células de Kupffer. Ademas, es conocido que incrementos en el Ca® intracelular
disparan la apertura de canales de cloro en la membrana plasmatica, conduciendo
a la hiperpolarizacion, haciendo mas dificil la apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje. Con la apertura de los canales de cloro en la membrana
plasmatica de las células de Kupffer y otras células sanguineas blancas, se
dificulta o impide el influjo de calcio disparado por una variedad de agonistas,
medicamentos y factores de crecimiento. Asi, muchos otros estados patoldgicos
que involucran activacion de células inmunes, en particular macrofagos, neutréfilos
y linfocitos, deberian estar afectados por elevados niveles de glicina, de acuerdo
con esta hipdtesis. Ademas, la elevacion de los niveles sanguineos de glicina, con
una simple administracion dietaria, ha demostrado mejorar entre otros la situacidn
en dafo hepatico por alcoholismo, algunas formas de cancer, y la nefrotoxicidad

debida a ciertos medicamentos.”™

2.7.9. Glicina y diabetes
La diabetes mellitus es una enfermedad crénico-degenerativa que afecta a cerca
del 10% de la poblacion de nuestro pais y que constituye la tercera causa de
mortalidad. La esperanza de vida de los mexicanos se ha incrementado
progresivamente. Si en 1940 era de 41 afios, se elevo a 53 afos en 1953 y a 70

afnos en 1990. En 1997, llegé a 74 anos. En 1981, se sugirié explicar los dafos



cronicos producidos por la diabetes mediante mecanismos bioquimico-
moleculares. Se pudo observar que estos dafos son similares a los que produce
el envejecimiento, al grado que se considerod la diabetes mellitus como una forma
de envejecimiento acelerado. De igual forma, las causas de muerte, mencionadas
arriba, debido a la diabetes y a la vejez son las mismas, asi como los mecanismos
bioquimico-moleculares que explican los dafos ocasionados por la enfermedad o
el envejecimiento.Estos mecanismos se presentan en las figuras 9 y 10 en donde
se considera que la glicosilacion no enzimatica de las proteinas (glicacion)
conduce a la formacion de una gran variedad de productos, denominados
genéricamente “AGEs” (“Advanced Glycosylation End products”), que son los
principales responsables de los dafos vasculares, neuroloégicos, inmunoldgicos,
etC.75’ 76

De acuerdo con lo anterior, se penso en la posibilidad de evitar la glicacion de las
proteinas con la administracién de dosis relativamente altas del aminoacido glicina
que pudiera proteger las proteinas, se glicosilara en vez de ellas y se
metabolizara.

Se eligi6 la glicina porque ya se esta utilizando, en dosis de hasta 30 gramos/dia
durante varios meses, sin observarse efectos secundarios indeseables. Las
glicosil-proteinas sufren un conjunto muy variado de reacciénes (que requieren
dias o semanas) para dar los AGEs. Estos AGEs encaminan hacia la produccién
de los danos de la diabetes y el envejecimiento. La glicina tendria el efecto de
prevenir la glicacion inicial y en consecuencia detener la formacion de los AGEs en

una gran proporcion si no en su totalidad.



Figura 9. Glicacion enzimatica de proteinas.”
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Figura 10. Proteccién de la glicina contra la glicacién.”™
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2.8. EL ERITROCITO

Los glébulos rojos, también denominados eritrocitos o hematies son los elementos
formes cuantitativamente mas numerosos de la sangre. Constituyen el
componente principal que usan los vertebrados para transportar oxigeno por
medio de la hemoglobina a través de la sangre y los vasos sanguineos hacia los
diferentes tejidos del cuerpo. EI nombre eritrocito deriva del griego erythros (rojo)
y kytos (hueco), pues el eritrocito es un disco biconcavo de aproximadamente 7.5
um y de 80 a 100 fL de volumen. La formacion de eritrocitos se denomina
eritropoyesis y constituye un sistema de renovacion continua, es decir que sus
elementos celulares poseen vida media limitada por lo cual deben ser
reemplazados en forma peridédica en la medula ésea de los huesos largos. A
medida que la célula madura el nucleo paulatinamente se vuelve picnocito y es
forzado hacia afuera de la célula en la etapa ortocromatica. La membrana del
eritrocito es un complejo bilipidico-proteinico, el cual es importante para mantener
la deformabilidad celular y permeabilidad selectiva. La vida promedio del
eritrocito normal es de 100 a 120 dias, la concentracion eritrocitaria varia de
acuerdo al sexo, edad, ubicacion geografica. En condiciones normales la
produccion de eritrocitos constituye una magnitud constante: alrededor de 30 ml
por kilogramo de peso, el proceso de eritropoyesis en el ser humano demora

entre 5 y 6 dias y es controlado por la hormona denominada eritropoyetina.

2.8.1. Alteraciones del sistema eritrocitario

Las alteraciones que afectan a los eritrocitos pueden ser clasificadas en dos
grandes grupos, teniendo en cuenta sus manifestaciones clinicas mas
caracteristicas (Tabla 6)"8.

Las deficiencias en algunas enzimas de algunas rutas metabdlicas originan
enzimopatias, pues ya que carecen de nucleo y ciertos organelos celulares, no
son capaces de compensar este defecto enzimatico mediante la sintesis de estas
enzimas. Seis enzimopatias de la ruta glucolitica y una en la de las pentosas

fosfato causan anemias hemoliticas.”® (Tabla 7)



Tabla 6. Clasificacion de las alteracio

nes en los eritrocitos

Clasificacion Caracteristicas

Tipos

Reduccioén del ndmero
de eritrocitos, de la
concentracion de

Anemias hemoglobina o del

Por pérdida de sangre, disfuncion de
medula o6sea, esferocitosis o eliptocitosis
hereditarias, por deficiencia de vitamina B12,
de &cido fdlico y/o hierro y por enfermedades
endocrinas, gastrointestinales o hepaticas

valor de hematocrito

Hemoliticas, por diferentes alteraciones en los
eritrocitos principalmente hereditarias

Elevacioén en el

Policitemias . . .
numero de eritrocitos.

Tabla 7. Enzimopatias hemoliticas

Enzima deficiente Ruta metabdlica Manifestaciones
Hexocinasa Conduce a bajos niveles de 2,3
HK Gl o bifosfoglicerato y consecuentemente a un
ucolitica e ,
aumento de la afinidad por oxigeno de la
hemoglobina.
Fosfoglucosa Anemia hemolitica, retardo mental e
. Glucolitica hipotonia muscular, agravado por estrés
isomerasa GPI .
oxidativo
Fosfofructocinasa Miopatia, desorden denominado de tipo VII
PKE Glucolitica de la enfermedad por almacenamiento de
glucégeno.
Aldolasa ADL Anemia moderada, aumento de fructosa
Glucolitica 1,6 bifosfato e infecciones en el tracto
respiratorio,
triosafosfato Anemia hemolitica, anormalidades
. Glucolitica neuromusculares y complicaciones
isomerasa TPI .
cardiacas.
Fosfoglicerato cinasa » Anemia hemolitica, alteraciones
PGK Glucolitica neuroldgicas y retardo mental
Piruvatocinasa PK Anemia hemolitica crdnica, bajos niveles de
Glucosa -6-fosfato ADP y altos niveles (je 2,3-bifosfoglicerato.
Embden-Meyerhof | Disminuye la proporcion de GSSG/GSH
deshidrogenasa
G6PDH
y-glutamil-cisteinil o .
sintasa y-GCS Sintesis de glutation | Hemglisis y defectos neuroldgicos




2.8. 2. Metabolismo energético de los eritrocitos
El metabolismo de los eritrocitos es limitado debido a la ausencia de nucleo,
mitocondria y otros organelos, la principal fuente energia metabdlica proviene de
la glucosa la cual se metaboliza a través de la via glucolitica y de la ruta de
hexosas monofosfato (Figura 11).

- Via glucolitica. La glucosa se cataboliza anaerdbicamente a piruvato o
lactato, que representan los productos finales del metabolismo en el
eritrocito.  Proporciona ATP para la regulacion de la concentracidon
intracelular de cationes (Na*, K*, Ca?*, Mg®").

- Ciclo de las hexosas monofosfato: esta via proporciona NADPH y glutatién
para reducir oxidantes celulares. Aproximadamente 5% de la glucosa

celular ingresa a esta via (Figura 12).

Figura 11. Relacién entre el ciclo del glutatién y las hexosas monofosfato
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FIGURA 12. Principales vias glucoliticas en el eritrocito
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. PRODUCTOS Y REACTIVOS

Todos los productos quimicos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St.Louis,
Missouri, USA). Los reactivos para las determinaciones de los parametros
bioquimicos se obtuvieron de las casas comerciales ITC Diagnostics (Barcelona,
Espafia), Intrumentation Laboratory (Milano, Italia) y de Biokit, S.A. (Barcelona,
Espafa). Los suplementos administrados a los participantes fueron: glicina de la
casa comercial Vita Drog, S.A. de C.V. (D.F, México) y almidon de papa placebo

Quimica Mayer (D.F, México).

3.2. APARATOS E INSTRUMENTAL

-Centrifugas. Las centrifugaciones a baja velocidad se realizaron en la
centrifuga HETTICH Zentrifugen (Rotina 46 r). Las centrifugaciones a alta
velocidad se realizaron en la centrifuga refrigerada Beckman Coulter.

-Espectrofotometro. Las determinaciones de las cinéticas enzimaticas se

realizaron en el espectrofotdmetro Beckman
-Balanza. De precision Sartorius BP 210 S.

3.3. PACIENTES

Se realizé un estudio longitudinal, aplicado a salud publica. El universo de
estudio estuvo constituido por 60 pacientes con diagndstico de diabetes tipo 2 que
acuden al Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI. Los

criterios de seleccion aplicados a los participantes fueron los siguientes:



Inclusion
a) Pacientes de ambos sexos (36 mujeres, 29 hombres).
b) Edad comprendida entre los 57 y los 67 afos.
c) No menos de 5 afios de padecimiento de la enfermedad.
d) Sin enfermedades agregadas al mismo.
e) No presentar complicaciones tardias propias de la enfermedad.
Exclusion

a) Aquellos que por causas diversas no se adhieran al tratamiento.

3.4. TRATAMIENTOS

Los participantes fueron clasificados en forma aleatoria para conformar dos
grupos: Grupo 1, integrado por 30 pacientes, los cuales recibieron 15g de glicina
repartidos en tres dosis diarias disueltas en agua, que fueron ingeridas después
de los alimentos. Grupo 2, incluy6 30 pacientes a los cuales se les administré 15g
de placebo (almidon de papa) repartidos en tres dosis y con las mismas
indicaciones que para el grupo 1. Ambos grupos estuvieron sujetos a los
tratamientos durante tres meses consecutivos. Antes y después de los
tratamientos se les determin6 los parametros antropométricos, las pruebas de
gabinete clinico, asi como las determinaciones de hemoglobina total, contenido de
GSH, y las actividades de G6PDH y GAPDH en el eritrocito.

3.5. PREPARACION DE LA MUESTRA

Al inicio y final de los tratamientos, de cada participante en ayuno se obtuvo
una muestra de sangre en tubos con heparina mediante puncion venosa con el
sistema de vacutainer. Las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10
minutos, el sobrenadante obtenido se guard6é a -70 °C y el paquete celular se
resuspendio en solucidn fisiolégica y se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos,
para el lavado de los eritrocitos, este procedimiento se repitio tres veces. Una vez
concluidos los lavados el paquete celular se llevé a un volumen de 6 mL con agua

bidestilada agitando vigorosamente, posteriormente se colocd en bafio de hielo



durante 30 minutos. Una vez concluido el tratamiento los lisados fueron

almacenados a — 20 °C hasta su uso.

3.5.1. Determinaciéon de hemoglobina total

Para la cuantificacion de hemoglobina se utilizé el método basado en la formula
de Drabkin, en donde se empled una solucion de ferricianuro y cianuro potasico. El
principio de la determinacién se basa en que el ferrocianuro convierte al hierro

ferroso de la hemoglobina en hierro férrico, para formar cianometahemoglobina

Ferricianuro + Fe**de Hb o Fe’" + cianometahemoglobina

Para determinar la concentracion de hemoglobina de las muestras primero se
realiza una curva de calibracion, la cual se preparé diluyendo el estandar de
concentracion 80 mg/dL con el reactivo Drabkin y midiendo la absorbancia de

cada dilucion a 540 nm.

No de tubo 1 2 3 4 5
Estandar (mL) 0.0 1.25 2.5 3.75 5.0
Reactivo Drabkin (mL) 5.0 3.75 2.5 1.25 0.0

Concentracion de hemoglobina (g
/dL)

0 5 10 15 20



Figura 13. Curva de calibracion de hemoglobina
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Una vez realizada la curva de calibracion, se diluyeron 0.02 mL de muestra con
5.0 mL del reactivo, se mezclo bien y se esperaron 3 minutos para después medir
la densidad 6ptica de la solucidn resultante de cianometahemoglobina contra
blanco de reactivos a 540 nm y la concentracion de hemoglobina en la muestra se
leyo directamente en la curva de calibracidén previamente realizada ya que no se
tienen que realizar calculos de conversion del estandar. Valores de referencia

(g/dL): Hombres13-18; Mujeres 11-16



3.5.2. Determinacion de la actividad enzimatica de G6PDH
Se prepararon los lisados de paquetes globulares y en los sobrenadantes se
cuantificaron las actividades para la G6PDH los cuales se analizaron por el
método Rudack y colaboradores (1971); el cual determina la actividad mediante la
produccion de NADPH.
Las actividades se expresan en mU/mg de proteina en las condiciones del ensayo.
Una mU es igual a un nmol de NADPH producido por minuto. Las reaccidones

enzimaticas se especifican a continuacion.

G6PDH
Glucosa -6-fosfato + NADP" <7’ Gluconato-6-fosfato + NADPH + H*

METODO

Se realizé la siguiente mezcla de reaccion:

2.59 ml de amortiguador de trietanolamina 0.1M pH= 7.6 86.3 mM

0.20 ml de Glucosa-6- fosfato 35 mM 1.2 mM
0.10 ml de solucidon de NADP aprox. 11mM 0.37 mM
0.20 ml de solucion de MgCl, 0.1M 6.7 mM

0.01 ml de muestra

Se midi6 la densidad o6ptica en un espectrofotometro DU-*64 Beckman a una
longitud de onda de 340 nm, antes de agregar la muestra se leyé un blanco de
reactivos el cual indica la confiabilidad del sistema. A continuacion se agregé la
muestra tomando la lectura de densidad oOptica desde tiempo cero cada minuto

durante 5 minutos.



3.5.3. Determinacion de la actividad enzimatica de GAPDH
Se prepararon los lisados de paquetes globulares y en los sobrenadantes se
cuantificaron las actividades para la GAPHD; el cual determina la actividad
mediante el consumo de NADPH.
Las actividades se expresan en mU/mg de proteina en las condiciones del ensayo.

Una mU es igual a un nmol de NADPH producido por minuto.

METODO

Se realizé la siguiente mezcla de reaccion:

2.47 ml de amortiguador de trietanolamina 0.1M pH= 7.6 83.2 mM

0.10 ml de solucién de ATP aprox. 32mM 1.1 mM

0.20 ml de Glicerato 3-fosfato 93 mM 6.2 mM

0.05 ml de solucién de NADH aprox. 12mM 0.2mM

0.10 ml de solucion de EDTA 26mM 0.9 mM

0.06 ml de solucion de MgS0O,0.1M 2mM

0.01 ml de suspension de PGK aprox. 400 U/mg aprox. 13 U/ml.

0.01 ml de muestra

Se midié la densidad optica en un espectrofotdmetro DU-*64 Beckman a una
longitud de onda de 340 nm, antes de agregar la muestra se leyd un blanco de
reactivos el cual indica la confiabilidad del sistema. A continuacion se agrego la
muestra tomando la lectura de densidad optica desde tiempo cero cada minuto

durante 5 minutos.



CALCULOS
Para obtener las actividades enzimaticas se aplicaron las siguientes

formulas:

3.0 AE / min. = [U/ ml de
Actividad por volumen = *  muestra]
€, *10*0.01

2

Donde: 3.0 = el volumen final de la celda [cm?]
€340 = 6.22 [ cm?/umol] coeficiente de extincién a 340 nm

10 = paso de luz por la celda [cm]
0.01= volumen de la muestra [ml]

AE = cambio en la densidad éptica [ min™]

3.5.4. Determinacion de la concentraciéon de GSH

Actividad por volumen

Actividad especifica = =[U / g de proteina]
Concentracion de hemoglobina
total (g de Hb/ ml)

Se utilizaron lisados de paquete globular con agua destilada para poder
determinar la concentracion de glutation de las muestras. Primero se realiz6 una
curva estandar, la cual se prepar6 con una solucibn de GSH con una
concentracion final de 6.14mg/10 ml. Se realizé la siguiente mezcla de reaccién
para cada muestra:

1.0 mL de lisado de eritrocitos

0.50 mL de acido sulfosalicilico al 10% p/v

Esta mezcla de reaccion se centrifugd a 6000 rpm durante 10 min, para tomar en
otro tubo:

0.20 mL del sobrenadante de la mezcla centrifugada

0.80 mL de ASS

2.0 ml de TRIS

0.05 mL de DTMB preparado al momento

Se leyeron las muestras a una longitud de onda de 412 nm contra blanco de

reactivos y se extrapolaron en la curva estandar para obtener el resultado (R1)



El fundamento del ensayo se basa en la formacion de un producto de sustitucion
(tioéteres) con los mercaptanos presentes en la muestra y posteriormente se lleva
acabo una [ eliminacion en presencia del DTMB el cual transforma
especificamente el producto de sustitucion con el GSH en un croméforo que tiene

una densidad 6ptica maxima a 412nm.

Sistema de reaccion:

(0]
AN

COOH
COOH
R-SH 4 —l +
COOH -
COOH

Para la curva estandar:

Dilucid6  Solucion  Concentracion ASS TRIS DTMB DO

n estandar Mg ML ml ML
ML

1 20 12.28 980 2 50 0.153

2 40 24.56 960 2 50 0.360

3 60 36.84 940 2 50 0.505

4 80 49.12 920 2 50 0.712

5 100 61.40 900 2 50 0.941
blanco 0 0 1000 2 50 0.080



Figura 14. Curva estandar de Glutation.
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3.5.5. Analisis estadistico

La evaluacion estadistica de las actividades de G6PDH y GAPDH y la
concentracion de GSH se realizé con la prueba de ANOVA; considerando

estadisticamente significativos los valores de p<0.05.



4.1. Caracteristicas antropométricas generales.

4. RESULTADOS

En la Tabla 8 se presentan la media y desviacion estandar de las caracteristicas

clinicas: edad, peso, talla, IMC, ICC de los participantes que integraron los grupos de glicina

y placebo. Estas caracteristicas no sufrieron ninguna modificacion durante el tratamiento de

glicina y placebo al cual fueron sometidos y no mostraron cambios al final del tratamiento

Tabla 8. Perfil fisiologico de los pacientes

P di Glicina Placebo
romedios Hombres Mujeres Hombres Mujeres
15 15 15 15

Edad 57 afios £10.0 56 afios +9.6 56 afios £ 9.9 | 56arios + 9.6
Talla 1.58 m £0.1 1.58 m £0.09 1.59 m £0.09 1.57m £0.09
Peso 7167Kg11.2 | 7146Kg115 |71.35Kgxt1.a | 40K
IMC 28.24 +3.64 28.314.04 28.03 £3.83 28.39+4.06
ICC 0.90 +0.06 0.90 +0.06 0.90+0.06 0.90 +£0.06

En la Tabla 9 se presentan las medias y desviacion estandar

de las caracteristicas

metabdlicas al inicio y final del tratamiento para cada grupo. En ambos grupos no se

observaron cambios significativos en ninguno de los parametros bioquimicos.



Tabla 9. Perfil bioquimico de los pacientes

. Glicina Placebo
Parametro
TO T3MESES TO TSMESES

(?L’)”cosa Mg/ | 1611+ 52.81 160.3 + 37 151.3+ 57.87 146.3 + 48.83
HbA1c (%) 8.6 +1.99 7.1+1.49 8+ 167 6.8+ 1.49
Insulina (U1) 143 +553 135+528 14.0+7.78 145 +7.64
Colesterol 196.2 + 199.1+ 2045+ 37 206.2 + 49.26
(mg/dL)
LDL (mg/dL) | 113.3+32.51 | 114.4+28.54 1201 +27.8 125.3 + 42.91
HDL(mg/dL) 412+1149 | 38.9+13.86 443 +12.3 41.9+12
TG (mg/dL) | 228.6%110.87 226.8 210.9 + 117.9 205.7 + 130.89

9 ot 1D +126.08 I E LE IS

El metabolismo eritrocitario depende de la via de la glucdlisis como principal fuente de
energia, a través de ella se genera los equivalentes reductores en forma de NADH, los
cuales mantienen al grupo Hemo de la hemoglobina en estado funcional (Fe?*), evitando asi
la formacion de metaHb(Fe*"). La enzima glucolitica involucrada en la formacion de NADH es
GAPDH, en condiciones altas de glucosa su actividad se ve alterada. En el presente estudio
la actividad de GAPDH en los hematies de los pacientes diabéticos tipo 2 entre los grupos
tratados con glicina y placebo no mostraron diferencias significativas; ni tampoco al analizar
por grupos al inicio y término del tratamiento (Figura 15).

En el eritrocito, un 10 % de la glucosa se deriva a la via de las pentosas y el 90 % se utiliza
como fuente de energia mediante la glicdlisis. La importancia biolégica de la via en los
eritrocitos es evitar su hemdlisis mediante el aporte del NADPH necesario para conservar el
GSH, que a su vez constituye el sustrato para la glutatién peroxidasa y glutatién reductasa;
ambas involucradas en metabolizar al H,O, y mantener al GSH, respectivamente. La fuente
principal de NAPH es la G6PDH.

La actividad de la G6PDH entre los grupos tratados con glicina y placebo no mostré

diferencias significativas. Sin embargo, al considerar el analisis estadistico por grupo al inicio



y al término del tratamiento si mostré aumentos significativos de 2 y 1.7 veces para glicina y

placebo, respectivamente (Figura 16).

El contenido de GSH mostrd el mismo patron observado para la enzima G6PDH. El grupo
tratado con glicina no mostré diferencias significativas con respecto al placebo. Sin embargo,
el grupo que recibié glicina al comparar al inicio y al término del tratamiento mostré un
incremento significativos de 1.96 veces. No obstante que el grupo placebo mostré tendencia

de incremento ésta no mostré diferencias significativas (Figura 17).

Figura 15. La grafica representa la actividad de GAPDH en eritrocitos de pacientes
diabéticos tipo 2. Los valores representan la media + la desviacidén estandar comparado con

la actividad inicial
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Figura 16. La grafica representa la actividad de G6PDH en eritrocitos de pacientes
diabéticos tipo 2. Los valores representan la media + la desviacién estandar comparado con

la actividad inicial. (* p< 0.0001)
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Figura 17. La grafica representa el contenido de GSH en eritrocitos de pacientes diabéticos
tipo 2. Los valores representan la media + la desviacion estandar comparado con la
actividad inicial. (* p< 0.0001)
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5. DISCUSION

Gran parte de los esfuerzos actuales en la investigacién de los procesos de glucosilacion no
enzimatica, estan dedicados a la busqueda de procedimientos que permitan revertir o
soslayar sus efectos. Una estrategia, que continua en estudio, consiste en la ingesta de una
molécula sefiuelo que pudiera evitar la interaccion de la glucosa con la proteina, es decir una
molécula que compita con la proteina. La molécula promisoria pudiera ser la glicina; ya que
en ensayos pilotos clinicos y experimentales disminuye HbA1c, ademas de contar con
propiedades anti-inflamatorias. Por ello la importancia de conocer mas de cerca los
mecanismos moleculares a través de los cuales la glicina realiza sus acciones; ademas de
estudiar diversos sistemas y parametros con este fin.

De los resultados derivados del estudio fue evidente que los tratamientos de glicina y
placebo disminuyeron HbA1c asociada con aumentos significativos en el contenido de GSH y
la actividad de G6PDH; GAPDH no mostré cambios significativos. Ademas, valores similares

de los GSH, G6PDH y GAPDH fueron observados al finalizar los tratamientos.

Al inicio del estudio un valor bajo de GSH (comparado con el referido en la literatura
cientifica) fue detectado en los participantes, asi como un porcentaje alto de HbA1c. Por otro
lado el incremento de GSH al final de los tratamientos ocasioné una reduccion significativa
de HbA1c Estos cambios muestran una asociacion inversa entre GSH y HbA1c vinculada con
la actividad de G6PDH en los eritrocitos. Existen evidencias que en células deficientes de
GSH y G6PDH aumenta el riesgo de glicacion de proteinas, lo cual conlleva a un mayor dafo

celular.”

En las células rojas sanguineas el antioxidante no enzimatico mas predominante es el
GSH, considerado por ser un sistema de desintoxicaciéon moévil de la circulacion, ademas de
evitar la oxidacion de las proteinas. En esta apreciacion, en diabetes tipo 1y 2 las
concentraciones de GSH en el eritrocito estan disminuidas, al igual que la actividad de
glutation reductasa. La funcién de glutation reductasa es mantener el ciclo redox del GSH, a
través de catalizar la protonacion del disulfuro del glutation (GSSG) durante la oxidacion de
NADPH. Mientras otras células cuentan con multiples vias de produccion de NADPH, en el
eritrocito la unica via para generar NADPH es a través de la via de las pentosas fosfato. La

concentracion de glucosa 6 fosfato, intermediario de inicio de la via no esta alterada en



diabetes tipo 2. Sin embargo, G6PDH transforma a la glucosa 6-fosfato en 6-
fosfogluconolactona, simultaneo al cambio de NADP* a NADPH en el proceso, tiene menor
actividad en el eritrocito del paciente diabético con respecto a los sujetos sanos. Lo cual es
consistente con el decremento de NADPH indispensable para mantener al GSH. Por otra
parte, la glicacion de Cglutamil cisteinil sintetasa, enzima que regula la sintesis del GSH
también favorece el decremento del péptido en la diabetes. Considerando lo antes
mencionado y en sustento a nuestros resultados al parecer la glicacion de la hemoglobina

esta relacionada con las concentraciones de GSH.

Si bien no encontramos diferencias en el tratamiento de glicina con respecto al
placebo, es cuestionable precisar que factores influyeron para estimular la actividad de
G6PDH y a su vez el contenido de GSH. Dado que ningun parametro bioquimico, excepto
HbA1c mostré mejoria. Al parecer los cambios relevantes del estudio estan sujetos a la
calidad de los nutrientes de la dieta durante el tiempo que requirid el estudio. Con este
argumento y el conocimiento que la actividad de G6PDH es regulada por una interaccion
compleja entre dieta y hormonas. Por lo tanto podemos atribuir que la composicion de los

nutrientes de la dieta durante el estudio fue un regulador clave de la actividad de G6PDH.

La regulacion de la actividad de G6PDH por el estado nutricional involucra sefales
intracelulares generadas por hormonas, tales como la insulina y metabolitos de nutrientes de
la dieta, monosacaridos y acidos grasos poli-insaturados. No obstante que no se reconocen
alteraciones covalentes o alostéricas en respuesta a modificaciones nutricionales; si se ha
observado fosforilacion de G6PDH coincidiendo con un decremento en la actividad celular de
endotelios cultivados con alta concentracion de glucosa, asi como en riidn de rata diabética
inducida con estreptozotocina. Los efectos de los nutrientes sobre la actividad de G6PDH
originan cambios en la cantidad de la proteina, velocidad de sintesis y degradacion;

involucrando pasos exclusivamente pos-transcripcionales.®

Una asociacion positiva se ha encontrado entre hiperglucemia y consumo alto de
grasas totales, asi como con las saturadas, de origen animal, y el consumo de carne. El
aumento del consumo de grasa vegetal y la grasa poli-insaturada al parecer benefician la
glicemia®' Se ha propuesto que el efecto de la grasa de la dieta repercute en la glicemia, a
través de la obesidad y a su vez relacionada con resistencia a la insulina. En este contexto el
mecanismo propuesto gira en la composicion de los fosfolipidos (fosfatidilcolina) de

membrana celular de musculo esquelético, que influye en la sensibilidad de la insulina en el



hombre.®" Asimismo la alteracion en la relacion repercute en los niveles de HbA1c. Por lo
antes mencionado, cabe la posibilidad que parte de los decrementos de HbA1c también se
deban a la composicion de la dieta de los participantes, ademas del incremento de GSH via
G6PDH.

La glicacion de la hemoglobina es un proceso complejo que involucra la condensacion
del grupo carbonilo del carbohidrato, con un grupo amino N-terminal de las cadenas [Jy[Jy
ciertos residuos de lisina de la hemoglobina dando origen primero a una base de Schiff, que
por rearreglos moleculares forma los productos tempranos de glicacion, también llamados de
Amadori o comunmente referidos con hemoglobina glicada. Los compuestos de Amadori
experimentan deshidratacion, oxidacién y fragmentacion para formar a los primeros AGEs. El
mecanismo por el cual GSH disminuye la formacion de HbA1c se desconoce pero se plantea
que durante el primer paso de la reaccidn temprana de glicacion de proteinas; en el cual se
obtiene el tautomerismo del azucar para formar el radical enediol de la glucosa a
intermediarios dicarbonilo. Es posible que GSH evite la oxidacion de enediol a intermediarios
dicarbonilos de la glucosa. Por lo que una deficiencia de GSH puede estimular la glicacion de

proteinas relacionada con las concentraciones altas de glucosa.



6. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos se determiné que para el caso de la GAPDH no hubo
cambios significativos en su actividad enzimatica, comparando entre el grupo al que se
administré placebo y el que se administré glicina asi como tampoco mostro diferencias al
inicio y termino del tratamiento pues quiza para ello seria necesario un mayor tiempo de
tratamiento.

En cuanto a la respuesta de G6PDH y GSH al tratamiento encuentro que no hay diferencias
entre el tratamiento con glicina y el tratamiento con placebo, sin embargo durante el tiempo
que duré el tratamiento hubo un estimulo en la actividad de la G6PDH el cual también se ve
reflejado en el contenido de GSH, obviamente al incrementarse la actividad G6PG y GSH se
esta contribuyendo a la mejora de los sistemas antioxidantes, pues el incremento en el
contenido de GSH implica la mejora del sistema antioxidante mas importante en eritrocito.
Estos cambios revelados durante este estudio, estan dados mas por el cambio en el estilo de
vida y alimentacidn que probablemente de los pacientes llevaron acabo por el hecho de

estar participando en un protocolo de investigacion.
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