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1. RESUMEN

El Sindrome metabdlico (SM) es una suma heterogénea de factores de riesgo cuyas
manifestaciones clinicas incluyen la resistencia a la insulina, la dislipidemia
(hipertrigliceridemia e hipoalfalipoproteinemia), la obesidad intra-abdominal y la
hipertension arterial; estos factores aumentan el riesgo de padecer diabetes mellitus
tipo Il (DMy).

La resistencia a la insulina (RI) es un denominador comun y el nexo del resto de las
manifestaciones. Se define como la disminucion de la capacidad de los tejidos de

responder a la insulina para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa.

La RI es un fenotipo complejo en el que contribuyen factores genéticos y las
costumbres de vida. La causa mas probable para la disminucion de la accién de la
insulina es la presencia de alteraciones con su receptor y en la cascada de sefales
implicadas para el transporte de glucosa.

El estrés oxidativo definido como un desequilibrio persistente entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) o de nitrogeno (ERN) y la defensa antioxidante

tiene un papel fundamental en el SM.

Por otro lado la glicina es un aminoacido dispensable, es requerido por un namero de
vias metabdlicas entre ellas la sintesis de proteinas estructurales como la colagenay la
elastina. En un modelo experimental de SM desarrollado en nuestro laboratorio, la

glicina reduce la Rl y el estrés oxidativo inducido por acidos grasos no esterificados

11



b

(AGNE), ademés de que ha mostrado un efecto benéfico sobre la presion arterial y
sobre la acumulacién de grasa intraabdominal inducida por alto consumo de sacarosa.

En este trabajo se observaron diferencias significativas (p < 0.001) de AGNE muestra
que el 4cido oleico (AO) aumentd entre el grupo con SM en comparacién con el grupo
testigo (T), tanto en el plasma (0.15 + 0.02 vs SM 0.32 + 0.06 mM).como en el
homogeneizado de higado (11.1 + 6.5 vs SM 32.1 + 8.5 umol/mg de proteina).El
tratamiento de los animales con SM con glicina normalizé la composicion de los AGNE
en el plasma (0.17 + 0.04 mM) y en el homogeneizado de higado (16.7 + 8.7 umol/mg

de proteina).

En la pinza hiperinsulinemica euglicemica entre los 20 y 40 minutos la velocidad de
infusion de glucosa aumento mas en los animales T que en los animales SM. El
tratamiento de los animales SM con glicina aumenta la velocidad de infusion de la

glucosa de manera significativa.

El analisis por western la glicina en el modelo de SM aumenta la fosforilacion del IRp,
AKT y una disminucion en la fosforilacién en los residuos de serina del IRS 1/2 en el
higado de los animales con SM. En presencia de AO la fosforilacion del IRp disminuye
significativamente tanto en animales T como con SM. El tratamiento con 1uM de n
acetil cisteina (NAC) antes de administrar AO (60 pM) normaliz6 el grado de
fosforilacion del IRB. La glicina aumenta la fosforilacion del IR inhibida por AO. En

presencia de estricnina la glicina pierde su efecto sobre la fosforilacion del receptor

12
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inducida por insulina. La glicina también reduce de una manera significativa los
carbonilos en el homogeneizado de higado de los animales T.
Finalmente el tratamiento de los animales con glicina aumenta significativamente la

actividad tanto de la catalasa como de la superéxido dismutasa (SOD).

13
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2. INTRODUCCION
Es sorprendente como los "malos habitos" se fueron incorporando, pasando a formar
parte de la vida cotidiana. Asi, hoy nos encontramos ante situaciones de: mala
alimentacion, abuso de comidas répidas con alto contenido de acidos grasos
saturados, de sodio, de azucares; altos grados de estrés; reemplazo de actividades
fisicas por actividades ociosas. Por el SM esta cobrando cada vez mayor importancia y
se vuelve un tema urgente a conocer, prevenir y tratar, siempre sujeto a nuevas

investigaciones.

El SM fue descrito inicialmente como Sindrome X por Gerald Reaven en 1988 (1) de
una suma heterogénea de factores de riesgo cuyas manifestaciones clinicas incluyen la
resistencia a la insulina, la dislipidemia (hipertrigliceridemia e hipoalfalipoproteinemia),
la obesidad intra-abdominal y la hipertensién arterial; estos factores aumentan el riesgo

de padecer DM, y diversas enfermedades cardiovasculares.

El incremento exponencial de la prevalencia del SM en los Ultimos afios puede deberse
a los cambios dietarios en el estilo de vida (especialmente los relacionados con la
obesidad) y que influyen sobre los diversos genes reguladores de los mecanismos
metabdlicos sobre la salud. En la medida en que se logre una comprension exhaustiva
de los diversos modos de interaccion entre la carga genética, la alimentacion y el medio
ambiente se podran disefar diferentes estrategias para prevenir el SM, tales como la

alimentacion equilibrada y el ejercicio.
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Muchos pacientes, por razones sociales y estilo de vida actual no logran cambiar su
régimen alimenticio ni su manera de moverse de un lugar a otro, por lo tanto es
necesario desarrollar fArmacos o suplementos nutricionales sin efectos secundarios

gue puedan mejorar la calidad de vida de los pacientes con SM (2).

La glicina, aminoacido dispensable, es requerido por un niamero de vias metabdlicas,
entre ellas la sintesis de proteinas estructurales como la colagena y la elastina. El
consumo de una dieta rica en glicina ha mostrado efecto inhibitorio en la glicosilacion
no enzimatica de la hemoglobina en animales con diabetes experimental inducida por
estreptozotocina, asi como en pacientes con diabetes tipo Il. En un modelo
experimental de SM desarrollado en nuestro laboratorio, la glicina ha mostrado efecto
benéfico sobre la presion arterial y sobre la acumulacion de grasa intraabdominal

inducida por alto consumo de sacarosa (3).

Por lo tanto, el objetivo de este proyecto es elucidar el mecanismo por el cual la glicina
reduce la resistencia a la insulina. Puede ser a través de diferentes vias metabdlicas
tales como las vias de sefializacion inducida por la insulina. Estas vias implican
interacciones entre diferentes proteinas que resultan en la translocacion del
transportador de la glucosa (Glut4) hacia la membrana plasmatica de tejidos cuyo
transporte depende de la insulina como el musculo esquelético (4).

La glicina participa en la biosintesis del glutation reducido (GSH) catalizada por dos

enzimas, la sintasa de y-glutamilcisteina y la sintasa de GSH. El GSH participa de

15
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manera muy relevante en la defensa antioxidante. Una mala nutricion disminuye los

niveles de glicina circulante con la subsecuente deficiencia de GSH e incremento de

estrés oxidativo (5).
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3. ANTECEDENTES
3.1 Sindrome metabdlico.
El SM es una entidad clinica caracterizada por la asociacion de varias enfermedades
vinculadas fisiopatologicamente a través de resistencia a la insulina e hiperinsulinemia
(6). Este sindrome, mencionado por primera vez en 1988 por Reaven (7) describe el
enlace entre la resistencia a la insulina y la hipertension arterial, dislipidemias, DM, y
otras anomalias metabdlicas, asociadas con el aumento en el riesgo de enfermedad
cardiovascular en adultos.
3.1.1 Definicién segln la OMS.
En 1999 la OMS publicé los criterios necesarios para poder hacer el diagnéstico del SM

gue se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros propuestos por la OMS para el diagnéstico del SM.

Variables principales Definicion
Alteracion de la regulacion de |Glucemia en ayunas =110 mg/dL y/o 2hr post-carga =140
la glucosa mg/dL

Captacion de glucosa por debajo del percentil 25 de la pinza

Resistencia a la insulina o N P
euglicémica-hiperinsulinémica

Otras variables

Hipertension arterial TA 2140/90 mmHg

Dislipidemia Triglicéridos 2150 mg/dL y/o colesterol HDL <40
Obesidad indice cintura/cadera >0.9/0.85 en H/M y/o IMC > 30
Microalbuminuria Excrecion en la primera orina = 20 mg/g

Se considera el diagndstico si existe al menos uno de los principales variables y al menos dos

de otras variables.

17
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3.1.2 Definicion segun el Programa de Educacion Nacional de Colesterol

de EUA.

Segun el Programa de Educacion Nacional de Colesterol de EUA (NCEP, por su siglas
en inglés), Panel de Tratamiento de Adultos (ATP Il por su siglas en ingles) proveyd
una definicibn del SM y lo incluyé como una entidad independiente en su tercera
version en el afio 2001. Los criterios del NCEP son practicos para el uso clinico, ya que

las variables que definen el SM son comunmente evidenciables en la practica clinica
(8).
El panel NCEP ATP Il definid el SM como la presencia de 3 6 mas de los siguientes

determinantes de riesgo:

Tabla 2. Diagnoéstico del SM segun el NCPE ATP I

Factor Definicion Puntaje

Relacion cintura/cadera > 0.9 en

Obesidad ~ de  predominio| ' y > 0.85 en mujeres 6, 1

abdominal IMC > 30

Hipertrigliceridemia Triglicéridos > 150 mg/dL 1

Colesterol HDL bajo HDL < 40 mg/dL 1

Hipertension arterial Tension arterial > 130/85 mmHg 1
Glicemia ayunas = 110 mg/dL 6 2

Alteracion de la glicemia horas post-carga de glucosa = 140 2

mg/dL)

Se requiere la suma de tres 0 mas puntos de los factores anteriores.
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Es bien sabido que la presencia de multiples factores de riesgo confiere incremento en
el riesgo total; sin embargo, es incierto si el SM confiere elevacion del riesgo més alla
de la suma de sus partes. El analisis multivariable de Alexander y col (9) podria sugerir
gue el riesgo del SM es derivado de sus componentes individuales, especialmente del

HDL y presién sanguinea.

3.1.3 Definicion segun la Asociacion Americana de Endocrindlogos
Clinicos.

En el afio 2002 esta asociacion ampli6 aun mas el concepto, sumandole algunas
situaciones clinicas como el sindrome de ovario poliquistico, Acantosis nigricans e

higado graso no alcohdlico, entre otros (10).

3.1.4 Analisis de los tres criterios para el diagnéstico del SM

Los criterios de la OMS incluyen obesidad, definida por el indice de masa corporal
(IMC>30) y por el indice cintura/cadera (ICC>0.9-0.85 en varén y mujer,
respectivamente). En cambio, entre los criterios segun la NCEP se destaca que la
obesidad abdominal (medida por la circunferencia de la cintura) se relaciona mejor con
el SM.

Como la definicion de obesidad segun la OMS no se correlaciona equitativamente entre
los diferentes grupos poblacionales, es necesario realizar ajustes. Es, por ejemplo, el

caso de Asia, donde se comprobd que un IMC de 23-24 tiene un riesgo equivalente de
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hipertension arterial, dislipidemia y DM, que un indice de masa corporal de 25-29,9 en
personas caucasicas.
De esta forma se llegoé a la conclusion que los valores indicativos de obesidad deben

ser descendidos un 15-20% en personas asiaticas (11).

3.1.5 Factores genéticos y ambientales en la patogénesis del SM.

Cabe mencionar que en la patogénesis del sindrome metabdlico intervienen tanto
factores genéticos como ambientales; la inactividad fisica promueve el desarrollo de
obesidad y modifica la sensibilidad a la insulina. Las dietas con alto contenido en grasa
e hidratos de carbono favorecen, el sindrome metabdlico.

Por otra parte en 1994 se describi6 un gen en el tejido adiposo de una rata
genéticamente obesa, que codifica una proteina llamada leptina y que regula el
hambre. En esta linea genética existe un déficit en la secrecion de la leptina. La
administracion de leptina reduce la ingestion alimenticia, incrementa el gasto energético
y se asocia a una importante reduccion del peso (12, 13). En estudios posteriores se
han encontrado ratas obesas con leptina elevada, lo que ha planteado la posibilidad de
alteraciones en los receptores de leptina, los cuales se estan actualmente estudiando
(14).

Por otro lado, hay defectos en la expresion y la actividad de algunos factores de

expresion como el receptor activador de la proliferacion peroxisomal (PPARYy por su

siglas en inglés) que juega un papel importante en la génesis del SM y un papel muy
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importante en la regulacion de la expresion de diversos genes implicados en el

metabolismo de los lipidos y de la glucosa (15).

3.2 RESISTENCIA A LA INSULINA (RI)

Se define como la disminucion de la capacidad de los tejidos de responder a la insulina
para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. Aparece en la mayoria de los
sujetos con SM y para muchos autores la resistencia a la insulina es un denominador

comun y el nexo del resto de las manifestaciones (16).

La asociacion entre Rl y la hipertension arterial (HTA) no se observa en todas las razas
y apenas se puede identificar en menos del 50% de los hipertensos esenciales. Esto se
explica principalmente porque la hiperinsulinemia tiene un efecto retenedor de sodio y
sensibilizador de la accion de las catecolaminas (17).

La RI también se asocia con hiperuricemia (elevacion del acido Urico) por interferir con
la eliminacion renal del acido Urico y con alteracion de los mecanismos fibrinoliticos, los
cuales son los encargados de disolver los coagulos, de los cuales la elevacion del
inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1) es la manifestacion mas frecuente
(18).

Para que una persona con RI desarrolle un trastorno de la glicemia, no basta con estar
sometida a cambios del estilo de vida y al aumento de peso. Se requiere ademas que
tenga un defecto en la produccion de insulina por la célula beta pancreatica, que

probablemente tiene también un origen genético.
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Cuando la demanda de insulina aumenta por el empeoramiento de la Rl y las células

beta fallan en incrementar su produccién, sobreviene la diabetes (19).

3.2.1 Mecanismos bioquimicos.

La Rl es un fenotipo complejo en el que contribuyen factores genéticos y las
costumbres de vida. La causa mas probable para la disminucién de la accion de la
insulina es la presencia de alteraciones en su receptor y en la cascada de sefales

implicadas en la translocacion del Glut4 (20).

La RI puede resultar de alteraciones en cualquier etapa de las vias de sefalizacion
mediadas por insulina. La unién de la insulina a la subunidad o extracelular en el
receptor induce un cambio conformacional del receptor para unirse al ATP en el

dominio intracelular de las subunidades-f (21).

Se han hallado sitios con residuos de tirosina que juegan un papel funcional importante.
Después de la autofosforilacion del receptor, se inicia la activacion de las tirosina
cinasas de los sustratos del receptor de insulina (IRS). Se han identificado cuatro
proteinas de IRS (del 1 al 4). El IRS fosforilado fija la PI-3 cinasa, induciendo
incremento de fosfoinositidos que se observa en las células estimuladas por insulina. El
aumento de fosfoinositidos induce el reclutamiento de proteina cinasa B (PKB) hacia la
membrana. Existen suficientes pruebas de que la PI3-cinasa activada por insulina es

capaz de habilitar el proceso de translocacion del Glut4 (22).
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3.2.2 Accion fisioldgica de la insulina.

La insulina es una hormona capaz de iniciar multiples vias de sefializacién que induce
las respuestas celulares inmediatas y a largo plazo. Los efectos inmediatos de esta
hormona incluyen el incremento de la velocidad de captacion de la glucosa desde la
sangre hacia las células musculares y los adipocitos, y la modulacion de la actividad de
diversas enzimas que intervienen en el metabolismo de la glucosa. La exposicidon
continua a insulina produce efectos mas prolongados, entre ellos un aumento de la
expresion de las enzimas hepaticas que sintetizan glucégeno y de las enzimas de los
adipocitos que sintetizan triglicéridos (23). Estos efectos se producen a través de la
interaccidn de la insulina con su receptor IRB y a través de la fosforilacion del substrato
del receptor IRS, asi como la activacion de la fosfoinositol 3-cinasa (Pi3k) y la proteina

cinasa B (PKB, AKT).

3.2.3 Receptor de insulina

Es una glicoproteina transmembranal compleja consistente en 4 subunidades:

e Dos subunidades o del lado extracelular
e Dos subunidades [ poseen un dominio extracelular, y un dominio

transmembranal.

Las 4 subunidades derivan de un pro-receptor Unico codificado por un gen localizado

en el cromosoma 19.
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Las dos subunidades o estan unidas entre si por un puente disulfuro. Ademas, cada
una de las subunidades, o esta unida a una subunidad p por un puente disulfuro

formando un heterotetramero.

Cuando se activa por la insulina, la parte intracelular de una de las subunidades
actia como tirosina-protein cinasa especifica.

La insulina se une a la porcion N-terminal de la subunidad o y al hacerlo ocasiona un
cambio conformacional de la subunidad 3, cambio que estimula la actividad cinasa del

receptor (24).
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Figura 1. Esquema general del receptor de insulina. El receptor tiene dos subunidades «y dos
Slos cuales estan unidos por puentes disulfuro; las subunidades « poseen una zona de unién a

la insulina, mientras que las £ un dominio catalitico tirosin-cinasa. (Shoelson SE. 1987)

La mayoria de los efectos de la insulina estan mediados por la fosforilacion de sus

sustratos del receptor de insulina enddgenos (IRS por su sigla en ingles, (Insulin
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Receptor Substrates). Se han identificado cuatro IRS, pero los méas estudiados han sido
el IRS-1 y el IRS-2, que son ubicuos, mientras que IRS- 3 esta restringido al tejido

adiposo, e IRS-4 al rifion y al encéfalo.

El IRS-1 es una proteina que posee una regiéon PTB (phospho tyrosine binding), que le
permite unirse al receptor y ser fosforilado por él en sus residuos de tirosina. Una vez
que el IRS-1 es fosforilado, liga a dos moléculas de gran importancia en la respuesta
bioldgica a la insulina: la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la Grb-2 (del inglés Growth

factor receptor bound protein 2) (25-26).

Si bien no se ha podido esclarecer del todo la importancia relativa y las funciones de
IRS-1 e IRS-2, en estudios realizados con knock-out genéticos de ambos genes se ha
mostrado que en términos generales los animales sin IRS-1 tienen baja talla, peso y
desarrollo, mientras que los animales sin IRS-2 son diabéticos e insulino-resistentes.
Estas observaciones sugieren que el IRS-1 media primordialmente los efectos
"tréficos”, de la insulina; mientras que IRS-2 esta mas involucrado con los efectos

"metabdlicos"” de la hormona (27).

La fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) es probablemente la enzima de la cascada de
sefalizacion de insulina mas ampliamente estudiada. Es una proteina dimérica con una
subunidad catalitica (p110) y una subunidad regulatoria (p85). La subunidad p85 se
une a los IRS fosforilados y eso hace que cese su actividad inhibitoria sobre la

subunidad p110 (28-29).
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La subunidad pl10 desinhibida fosforila varios fosfolipidos de la membrana,
principalmente el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (P14,5P) para generar fosfatidilinositol
trifosfato (PIP3). El PIP3 es el encargado de fijar a la membrana y activar a la PDK1 y
la AKT, dos enzimas cinasas que median la mayoria de los efectos metabdlicos de la

insulina (30).

PDK1/AKT. Después de que PDK1 y AKT se han fijado a la membrana y AKT se
encuentra activo, AKT fosforila varias proteinas ocasionando efectos metabdlicos

importantes:

- AKT fosforila a VAMP (Proteina de membrana asociada a vesiculas) y otras proteinas
de fusion presentes en las vesiculas de almacenamiento de los GLUT-4, ocasionando

la translocacién de los GLUT-4 a la membrana y por tanto la captacion de glucosa (31).

P110 l

Regién PTB VAMP
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Figura 2. Mecanismo de accion del receptor de la insulina en las proteinas IRS y AKT. EI IRS
posee una region PTB (phospho tyrosine binding), que le permiten unirse al receptor y ser
fosforilado por él en sus residuos de tirosina, una vez que el IRS es fosforilado, liga a la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). La subunidad p85 se une al IRS fosforilado y eso hace que
cese su actividad inhibitoria sobre la subunidad p110. El PIP3 es el encargado de fijar a la
membrana y activar a la PDK y AKT la cual fosforila proteinas de membrana asociada a

vesicula (VAMP) ocasionando la translocacion del Glut4 en el musculo esquelético.

3.2.4 Obesidad y RI.

Estudios epidemiolégicos revelaron que el riesgo de padecer diabetes v,
probablemente Rl aumenta a medida que se incrementa el contenido corporal de
grasa, estimado por el indice de masa corporal (32). Esto implicaria que la cantidad de
grasa del cuerpo tiene efecto sobre la sensibilidad a la insulina.

Los cambios que ocurren en el SM a nivel de los lipidos comprometen al adipocito
(célula grasa), donde la RI da lugar a lipolisis descontrolada, que ocasiona un aumento
del flujo de acidos grasos al higado, lo cual incrementa la formacion de triglicéridos
(TG) y la produccién de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) pequefas y ricas
en TG (33).

El papel de la obesidad en la Rl todavia estd en discusion. Aun se ha incorporado
como parte del SM y ciertamente se asocia tanto con la Rl como con cada unos de sus
componentes. La obesidad central o intraabdominal se considera como detonador del

SM (34).

La forma de presentacién clinica del SM tiene una variacién fenotipica; por ejemplo

puede manifestarse inicialmente con hipertension u obesidad en algunos y en otros
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como alteracion de la regulacion de la glucosa o de los lipidos u otros trastornos, como
la hipertrigliceridemia o el incremento de apolipoproteina B e incremento de las LDL
pequefias y densas que estan asociadas con un marcado incremento en el riesgo de

enfermedad coronaria (35).

Por otra parte, la asociacion entre la obesidad y la Rl implica un mediador que pudiera
ser un factor derivado del tejido adiposo. Con respecto a esto, las moléculas candidatas
posibles han sido: el factor de necrosis tumoral TNF-a la leptina, los AGNE vy la
resistina. Sin embargo, se ha postulado que los AGNE son el enlace mas probable
entre la obesidad y la Rl (36). Estos AGNE pueden participar en la induccion y la
amplificacion de las anomalias metabdlicas que son caracteristicas del sindrome de
resistencia a la insulina.

Desde hace décadas se acepta la asociacion entre obesidad y DM,. La base mas

importante de esta conexidn es que la obesidad puede generar un estado de RI.

Esta bien descrito en la literatura que la insulina es un regulador esencial de la biologia
de la célula adiposa. El adipocito es una de las células que mas responde a la
influencia de la hormona. La insulina estimula la lipogénesis e inhibe la lipdlisis
generando el almacenamiento de triglicéridos. La insulina también interviene en la
captacién de acidos grasos derivados de las lipoproteinas circulantes a través de la
activacion de la lipoprotein lipasa en el tejido adiposo (37).

En el caso de RI hay alteraciones en el transporte de glucosa en el tejido adiposo por
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reduccion en la transmision de las sefales involucradas en la regulacion del Glut4 en
respuesta a la insulina. En adipositos, la unién de la insulina a su receptor, su
fosforilacion y la actividad de la tirosin-quinasa asi como la fosforilacion de los IRS se

encuentran reducidas.

También es posible que uno de los mecanismos en los defectos de sefalizacién tenga
que ver con el aumento en la expresién de varias fosfatasas que desfosforilan y
terminan con el evento de activacion que se propaga a partir de la fosforilacién (38).

Los depdsitos centrales de grasa (intraabdominal) estan mucho mas ligados con la R,
DM, y enfermedad cardiovascular que los depdésitos periféricos (subcutdneos y de
gliteos). Aunque aun no se comprende por completo, es posible que algiin mecanismo
todavia desconocido, genético, ambiental o0 ambos, sea la causa de la Rl y del patron

central de adiposidad (39).

Una hipétesis alternativa se basa en el hecho de que los adipocitos intra abdominales
son lipoliticamente méas activos debido, en parte, a sus receptores adrenérgicos. La
hiperinsulinemia per se puede generar Rl por disminucion de la regulacién de los
receptores de insulina y desensibilizacion de las vias de transmision postreceptor, tal
como lo sugirieran las observaciones en animales transgénicos (40). Otra posibilidad
supone la participacion de multiples factores secretados por los adipocitos

intraabdominales, particularmente dafinos para la sensibilidad sistémica a insulina.
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3.2.4.1 Adipocitos como células enddcrinas. Los adipocitos tienen un rol
esencial como depdsito energético de triglicéridos. Sin embargo, en los ultimos afos se
hizo cada vez mas evidente que los adipocitos ejercen, ademas, un papel en la
homeostasis energética. De hecho, estas células expresan y secretan numerosos
péptidos, citoquinas y hormonas, TNFa, inhibidor del activador de plasmindgeno,
angiotensindégeno y leptina, que intervienen en forma central en la regulacién del
balance energético. Ademas, los adipocitos producen hormonas esteroides, como
estrogeno y cortisol que pueden influir en la biologia local del adipocito e intervenir en
localizaciones diversas, como cerebro, higado, células musculares, células gonadales,
organos y linfoides (41). Estas observaciones generan nuevas conexiones entre la
funcion del tejido adiposo y la RI, independientemente del simple papel en el

almacenamiento y liberacién de energia (42).

La leptina, el producto del gen ob ejerce profundos efectos sobre la sensacion de
saciedad, consumo energético y funcién neuroendécrina. El hallazgo mas llamativo es
que la proteina puede actuar en forma bidireccional activando procesos metabolicos
fisiolégicos y neuroendocrinos entre el estar alimentado y el estar famélico. Sin
embargo, la capacidad de desviar su influencia en uno u otro sentido no elimina el
hecho de que la ausencia de leptina genera obesidad grave tanto en roedores como en

humanos (43).
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3.2.5 Acidos grasos no esterificados y RI

Los acidos grasos no esterificados (AGNE) se definen como acidos grasos que se
hallan en el plasma que no forman complejos con la albumina del suero para su
transportacion. Estos acidos grasos no estan presentes en forma de ésteres de glicerol
ni esteres de colesterol.

Las propiedades fisico quimicas de los acidos grasos estan determinadas por la
longitud de la cadena y su grado de insaturacion.

Los efectos de los AGNE pueden constituir uno de los diversos componentes de la
resistencia a la insulina y del riesgo del padecimiento de la DM,. Los AGNE a
concentraciones elevadas en el plasma, debido a una lipdlisis exacerbada en la
mayoria de los obesos, (44) inhiben la incorporacién de glucosa en las células
dependiente de insulina.

La insulina también regula las concentraciones de AGNE, los cuales son los

precursores fundamentales para la sintesis hepética de TG (45).

Los estudios de la RI, en animales alimentados con dietas grasas y en células tratadas
con lipidos, han permitido la identificacién de defectos en la autofosforilacion del IRbeta
en los residuos de tirosina (tyr) por parte de la tirosina cinasa intrinseca que esta
ubicada en las subunidades B. Este defecto consiste en la fosforilacion de los residuos
de serina y treonina del receptor de insulina en vez de la fosforilacion de los residuos

de tirosina (46).
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También se ha postulado que a mayor oferta de AGNE, se incrementa la concentracion
de AcilCoA derivada de su activaciéon por medio de acilCoA sintetasa y estimulando
una isoforma de la proteina cinasa la PKC 60, que fosforila al IRS-1 en el residuo
serina/treonina, disminuyendo su efectividad como sustrato para la actividad de la
tirosina cinasa del receptor insulinico, mecanismo por el cual los AGL generarian
resistencia a la insulina (47).

Fisiologicamente la fosforilacidon de IRS-1 en el residuo tirosina se requiere para la
respuesta estimulada por insulina, mientras que la fosforilacion de IRS-1 en sus
residuos de serina tienen un doble papel, ya sea que aumenten o inhiban los efectos de
la insulina. La activacion de PKB en respuesta a la insulina induce la sefalizacion de
insulina y promueve la fosforilacion de IRS-1 en el residuo serina presentando la
generacion de un vinculo de retroalimentacion negativa por accion de la insulina.
Agentes tales como los AGNE, citocinas, angiotensina Il, endotelina-1, regulan

negativamente las funciones de IRS-1 por fosforilacion (48).

Los AGNE pueden afectar el transporte de la glucosa dependiente de la insulina
reduciendo la fosforilacién de la tirosina del receptor de insulina (IRp) y disminuyendo la

glucosa libre intracelular.
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Figura 3. Posible mecanismo de accion de los AGNE reduciendo la sensibilidad del sustrato

receptor de insulina. Los AGNE incrementa la concentracion de AcilCoA y estimulando la
proteina cinasa PKC 6, que fosforila al IRS-1 en el residuo serina/treonina, disminuyendo su

actividad como sustrato para la actividad de la tirosina cinasa del receptor insulinico.

3.3ESTRES OXIDATIVO y RI

Existen indicios de que el estrés oxidativo, definido como un desequilibrio persistente
entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO o ROS, en ingles) o de
nitrdgeno (ERN o RNS en inglés) y la defensa antioxidante, tiene un papel fundamental
en la patogénesis y las complicaciones del sindrome metabdlico (49).

Segun Halliwell en 1996 (50) tanto ERO como RNS son términos globales que en
inglés incluyen tanto radicales como algunos no radicales que son agentes oxidantes
del oxigeno y del nitrégeno, son facilmente convertidos en radicales, es decir, son
especies reactivas sean o no radicales libres. Por otro lado, el término reactivo no es un

término apropiado globalmente ya que hay radicales y no radicales como H,0,
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(peroxido de hidrégeno), NOe (Oxido nitrico), O2e— (anion superdxido) que son muy
pocos reactivos, mientras que el OHe (el radical hidroxilo) reacciona rapidamente con

casi todas las moléculas.

3.3.1 Fuentes de radicales libres

Se sabe que los radicales libres se producen de forma natural como intermediarios o
productos de numerosas reacciones oxidativas de las células, asi como a través de
diversos procesos fisico-quimicos o de biotransformacion (51). También existen fuentes
externas. Es decir, se ha de considerar el origen tanto endégeno como exdégeno de
ERO y ERN. Las ERO pueden producirse a través de la exposicion a oxidantes
ambientales, toxicos y metales pesados, que pueden perturbar el equilibrio entre las
reacciones de reduccion celular y las de oxidacién, alterando la normalidad de las

funciones biolégicas.

3.3.2 Algunas fuentes endogenas.

Las principales fuentes endégenas de radicales libres en la célula son:
— La cadena de transporte electronico mitocondrial.

— El transporte electrénico microsomal. (Reacciones de hidroxilacion).
— Las células fagocitarias.

— La autooxidacion de compuestos de carbono reducido.
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— La activacion calatalitica de diversos enzimas del metabolismo intermediario como la
hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido oxidasas, monoamina oxidasa, ciclooxigenasa

y lipooxigenasa (52).

3.3.2.1 Cadena de transporte electronico mitocondrial

En la cadena respiratoria mitocondrial, la reduccion monovalente de la molécula de
oxigeno da lugar a la formacion de la mayoria de estas ERO. Sin embargo, el 95% del
oxigeno que respiramos es reducido a H20 por la accion de la citocromo ¢ oxidasa,
altimo eslabon de la cadena de transporte electrénico, mediante un mecanismo en el
que participan cuatro centros redox proporcionando, ademas, la principal fuente de
energia (ATP) al organismo. También en el complejo | y del complejo quinona-
semiquinona-ubiquinol (ciclo Q) actuando como aceptores de electrones se puede

formar el O2".

Cuando el consumo de energia es superior al gasto de energia, el aumento de la
actividad del ciclo del acido citrico inducido por el sustrato genera un exceso de NADH

mitocondrial (NNADH) y de ERO. Para protegerse frente a los efectos nocivos de las
ROS, las células pueden reducir la formacion de ERO y potenciar su eliminacion. La
inhibicion de la formacion de ERO se logra impidiendo la acumulacion de mNADH
mediante el blogqueo de la captacion de nutrimentos estimulada por la insulina y
reduciendo la entrada de sustratos energéticos (piruvato, acidos grasos) en las

mitocondrias (53).
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La acetilCoA, derivada de la glucosa a través del piruvato, o procedente de la beta
oxidacion de los acidos grasos, se combina con el oxaloacetato para formar citrato, el
cual se incorpora al ciclo del &cido citrico y es convertido en isocitrato. La isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NAD" genera NADH. Cuando no puede eliminarse el
exceso de NADH mediante fosforilacién oxidativa (u otro mecanismo), el gradiente
proténico mitocondrial aumenta y se transfieren electrones individuales al oxigeno, lo
cual da lugar a la formacion de radicales libres, y en particular de aniones superoxido
(54). Se ha sugerido que la interrupcion de la sobreproduccién de superdxido por parte
de la cadena de transporte de electrones mitocondrial podria normalizar la via que

interviene en el desarrollo del estrés oxidativo (55).

3.3.2.2 Transporte electronico microsomal (reacciones de hidroxilacién).

Los peroxisomas, organulos responsables de la degradacion de acidos grasos, también
pueden originar la formacion de radicales libres, produciendo como subproducto H,0;
que es degradado por la catalasa.

El reticulo endoplasmico, es decir, la fraccion microsomal de la célula, contiene el
sistema de transporte electronico no fosforilante (diferente del transporte electrénico
mitocondrial que es fosforilante). Dichos sistemas participan en diversas reacciones de
hidroxilacion y desaturacion que producen radicales libres y ERO. Un sistema de
hidroxilacion, lo constituyen los enzimas microsomales del citocromo P-450, que se

encargan de la metabolismo de xenobioticos.
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3.3.2.3 Dafio oxidativo a biomoléculas.
Aunque tradicionalmente los ERO se han observado desde un punto de vista negativo
para la funcion y viabilidad celular, estas pueden jugar un papel importante en el origen

de la vida y la evolucién biologica con efectos beneficiosos en los organismos.

En los ultimos afios se han reconocido y reevaluado la funcion de las ERO y su papel
en funciones de la sefializacién y de la modulacion de la expresion génica. De hecho
no es facil catalogar a las ERO o radicales libres como moléculas beneficiosas o
dafiinas. Segun Jackson y colaboradores 2002, todo depende del proceso celular que
se analice, para ello estos autores toman dos ejemplos:

En la muerte celular por necrosis a consecuencia de los mecanismos de isquemia-
reperfusion, las ERO no son beneficiosas, mientras que en la muerte celular por

apoptosis pueden ser vistas como dafiinas o beneficiosas.

El papel de las ERO en los procesos de inflamacién también puede ser ambivalente.
Se ha visto claramente como beneficiosos en el papel proinflamatorio ya que
proporciona un perfeccionamiento en la respuesta inmune que sigue a la infeccion,
pero en trastornos como la artritis reumatoide, la respuesta inflamatoria inapropiada
generada por ellos debe ser suprimida. Dafinas o beneficiosas, los investigadores han
llegado a la conclusién de que las especies reactivas del oxigeno juegan un papel
importante en los cambios de la modulacién en la expresion génica y funcién celular y

gue estos cambios pueden ser utilizados como biomarcadores de estrés oxidativo. Las
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ERO causan oxidacion a biomoléculas tales como lipidos poliinsaturados, colesterol,
glucidos, proteinas y &cidos nucleicos las cuales son susceptibles de ser atacadas in

vivo por radicales libres.

3.3.3 SM, acidos grasos libres y estrés oxidativo.

El aporte energético excesivo y el sedentarismo en el SM causan aumento intracelular
de la glucosa y de los &cidos grasos libres. Esto aumenta la acetilcoenzima A que se
transforma en citrato que entra al ciclo del &cido citrico y conduce a una
sobreproduccion de NADH. El exceso de NADH mitocondrial aumenta la produccion de
radicales libres y produce estrés oxidativo. A su vez el estrés oxidativo induce la
disfuncién endotelial, aumenta la resistencia a la insulina y afecta la secrecién de
insulina por lesién de las células beta. La alteracion de la secrecién de insulina produce
disminucién de la tolerancia a la glucosa y diabetes. Estos dos fendbmenos constituyen
un mecanismo de retroalimentacion que aumenta la formacion de radicales libres. La
enfermedad cardiovascular es el resultado de la disfuncién endotelial y de las

alteraciones combinadas del SM (56).

En sujetos sanos, la administracion de AGNE (como Intralipid) aumenta el estrés
oxidativo, evaluado por un aumento en el malondialdehido y una disminucién en el
plasma de la proporcién del glutation reducido/oxidado. oxidado (57). Varios estudios in
vitro han descrito la activacion del factor nuclear NF-kB por los AGNE, una
consecuencia probable de que los AGNE pueden incrementar la formacion de ERO y

reducir la concentracion del glutation (58). Este efecto podria también estar vinculado
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con la activacion de la PKC6 mediada por los AGNE, que tiene la habilidad Unica entre

las diferentes isoformas de la PKC de activar el factor de NF-kB (59).

Los ERO, ademéas de inducir dafio macromolecular (ADN, proteinas y lipidos)
directamente, pueden funcionar como moléculas de sefializacion para activar diversas
vias sensibles al estrés oxidativo que causan dafio celular responsable de las
complicaciones de la diabetes. Estas mismas vias estan vinculadas con la resistencia a

la insulina (60).

3.3.4 Estrés oxidativo y sistema de defensa

Frente a la acciéon toxica de los radicales libres, los organismos han desarrollado
numerosos mecanismos de defensa antioxidantes que permiten su eliminacién o la
transformacion en moléculas estables (61).

Los sistemas bioldgicos estan en un estado de equilibrio aproximado entre fuerzas pro-

oxidantes y su capacidad antioxidante.

El desequilibrio a favor de la accion pro-oxidante es lo que se conoce como estrés
oxidativo. De hecho, el dafio oxidativo solamente se produce cuando los mecanismos
oxidantes superan la capacidad de los sistemas de defensa.

Segun Halliwell y Gutteridge, antioxidante es cualquier sustancia que a bajas
concentraciones, en relacion con el sustrato oxidable, retrasa considerablemente o

inhibe la oxidacion de dicho sustrato. Un buen antioxidante se caracteriza por su alta
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efectividad, su variabilidad operativa y su versatilidad para poder combinarse con una
importante variedad de ERO.

Entre los sistemas antioxidantes cabe destacar:

1. A nivel fisioldgico: EIl sistema microvascular, cuya funcion es mantener las
concentraciones tisulares de Oz, siempre dentro de presiones parciales relativamente
bajas.

2. A nivel bioquimico: La defensa antioxidante puede ser enzimética o no enzimatica,

asi como sistemas reparadores de moléculas.

3.3.4.1 Sistema antioxidante enzimatico.

El principal sistema de defensa contra los radicales libres lo constituyen proteinas
antioxidantes enziméaticas que incluyen la enzima superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) (62). La eficacia de esta triada
enzimatica reside en una triple accidén defensiva al disminuir la produccién de ERO e
impedir la interaccién de éstas entre si, para dar lugar a especies mas estables de
menor reactividad y evitar la peroxidacién de las macromoléculas. Hay otros enzimas
importantes que también participan en el sistema de defensa, incluidos en las
reacciones de la regeneracion del Glutation (GSH), como la GSH reductasa, o la

NADPH-quinona oxidoreductasa (DT diaforasa).
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Figura 4.- Esquema de la generacion de ERO y defensa antioxidante.

En modelos de SM inducido por alto consumo de carbohidratos y grasa, se ha descrito

una disminucioén en la actividad de las enzimas antioxidante tales como la catalasa et la

superoxido dismutasa en diferentes tejidos (63). Ademas el consumo de carbohidratos

induce una disminucién en el contenido moléculas antioxidantes como la vitamina E y

el glutation (64).

En el SM la disminucion de la defensa antioxidante se debe principalmente a: -

disminucion del ARNm, asi su capacidad de producir enzimas y sistemas protectores

frente al estrés oxidativo y del sistema del GSH, por consecuencia un mayor

desbalance redox a dentro de ceélula (65).
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Diversos trabajos relacionan el EO al SM (66, 67) y lo responsabilizan de importantes
dafios que ocurren en éste, tales como dafio en las membranas celulares, dafio del

ADN, trastorno en la expresion de genes y disfuncién endotelial y renales (68).

3.3.4.2 Sistema antioxidante no enzimatico.

Ademéas de proteinas con actividad enzimética antioxidante existen numerosas
moléculas antioxidantes hidrofilicas o lipofilicas. Las lipofilicas como el beta-caroteno,
el ubiquinol, la vitamina E, protegen la membranas lipidicas y la proteinas membranales
de la oxidacion.

Las moléculas hidrofilicas como la vitamina C, el GSH, los flavonoides y las
melanoidinas, entre otras protegen la proteina y los acidos nucleicos de la oxidacién

por radicales libres tales con el radical hidroxilo (69).

3.4 GLICINA
La glicina es un aminoacido dispensable utilizado por el organismo para sintetizar
proteinas y para otras funciones. Su cadena lateral es tan s6lo un atomo de hidrégeno

y no presenta actividad éptica (70).

NH, O
o
H—C—C—OH
|
H

Figura 5. Glicina
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3.4.1 Algunas propiedades bioldgicas de la glicina.

Con base en la literatura disponible, la glicina tiene propiedades biolégicas importantes
como neurotransmisor. En el sistema nervioso central la glicina actia a través del
receptor de glicina activador del canal de cloro. En los ultimos afios se ha caracterizado
la presencia de un receptor de glicina (glyR) en células endoteliales (71) y en las

células de Kupffer similar al receptor descrito en el sistema nervioso central.

3.4.2 Receptor de glicina

El receptor de la glicina esta compuesto por 5 subunidades, formadas de subunidades
a o la combinacién de subunidades a y B que constituyen un complejo pentamérico
intracelular.

El receptor de la glicina glyR es un miembro de una familia de canales de cloro
activados por el ligando.

Las propiedades funcionales del receptor de la glicina estan relacionadas con la
composicién de las subunidades del pentdmero completo.

También se ha demostrado que la glicina tiene un efecto antiinflamatorio, citoprotector

e imunomodulador en diferentes sistemas celulares y 6rganos (72).

La glicina, al activar los canales de cloro sensibles a este aminoacido de la membrana
plasmatica de las células de Kupffer y otras células de la serie blanca, origina un influjo

de iones cloro conduciendo a la hiperpolarizacion de la membrana. Con la produccion
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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
hiperpolarizacién de la membrana plasmatica creado por la interaccion de la glicina con
su receptor (73).De esta manera se bloquea la produccion de sefiales intracelulares y
la produccién de citoquinas que son dependientes del incremento del calcio

intracelular.(74)

La glicina previene el aumento del Ca** libre inducido por un lipopolisacarido (LPS) en
las celulas de Kupffer minimizando la produccion de citosinas inflamatorias . Este
efecto es mediado por la activacion del canal de cloro sensible a la inhibicion por
estricnina o con ausencia de cloro. Sin embargo en neutrofilos humanos la glicina, a
una concentracion de 0.1 a 10 mM disminuye la liberacion de ROS estimulada por el
peptido fLMP o por el ester de forbol (PMA) (75) Este efecto de la glicina es
independiente de la actividad del canal de cloro activado por glicina. Estos
antecedentes sugieren que el mecanismo por el cual la glicina puede aumentar la

sensibilidad a la insulina es disminuyendo el Ca?* intracelular (76).

3.4.3 La glicina como agente protector contra la RI.
El tratamiento con glicina en un modelo de rata con SM inducido por alto consumo de
sacarosa, disminuyo la acumulacion de grasa intra abdominal, los AGNE plasmaticos y

la presion arterial. Ademas el consumo de la glicina incrementé los nitratos y nitritos
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(metabolitos del éxido nitrico) lo que sugiere que la glicina puede estimular la expresion
o la actividad de la sintasa de 6xido nitrico, un vaso relajante (77). La glicina reduce el
estrés oxidante incrementando la expresion de las enzimas antioxidantes tales como la
catalasa y la glutation peroxidasa.

La glicina es un componente del glutation reducido (GSH) formado de glutamato,
cisteina y glicina, cuya sintesis es catalizada por dos enzimas, la sintasa de y-
glutamilcisteina y la sintasa de GSH. Una deficiencia en el consumo de proteinas
disminuye los niveles de glicina circulante con una subsiguiente deficiencia de GSH y

un incremento de estrés oxidante.
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4. ANTECEDENTES DEL MODELO DE SM
Nuestro modelo de rata con sindrome metabdlico es una variante del modelo descrito
por Reaven (78), en el cual las dietas con concentraciones altas de sacarosa o fructosa
inducen hipertension, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina en
ratas. Se ha realizado una caracterizacion parcial de este modelo y los principales

hallazgos son los siguientes:

4- Aumenta la peroxidacion lipidica en el plasma de los animales con diferencias

asociadas con el sexo de los animales 79).

6. El consumo de sacarosa induce alteraciones en la actividad de diversas enzimas

antioxidantes (80).

1- Produce un aumento significativo en la concentracion de los AGNE circulantes, la
insulina y una importante acumulacién de la grasa intra-abdominal (45) en comparacién

con los animales sin tratamiento.

2- Altera en la actividad de las enzimas de desaturacion de los acidos grasos sobre
todo la A9 y Ab5-desaturasas, enzimas clave en la biosintesis de los acidos
monoinsaturados y poliinsaturados implicados en la regulacion del estado fisico de la

membrana (81).
3- Altera el estado fisico de la membrana microsomal (mayor fluidez) (82).

5- Altera la composicion de los acidos grasos de diferentes tejidos tales como la aorta,

las plaquetas, asi como en el plasma. (83).
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5. HIPOTESIS
La glicina reduce la Rl en un modelo de SM, induciendo cambios en la fosforilacion de
las proteinas involucradas en la cascada de sefalizacion de la insulina tales como el
IRB y el IRS1/2, y disminuyendo el estrés oxidativo inducido por acumulacion de AGNE

en la circulacion y en el higado de los animales con SM.

OBJETIVOS GENERALES

Investigar el mecanismo por el cual la glicina reduce la Rl en los animales con SM en
comparacion con los animales testigo.

Investigar el mecanismo por el cual la glicina protege contra el estrés oxidativo inducido

por los AGNE en los animales con SM

6. OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar el efecto de la glicina sobre el grado de la fosforilacion del receptor
de la insulina IR (tirosina), del sustrato IRS-1/2 (serina) y de la AKT (tirosina) en
el tejido hepatico de los animales con SM.

» Evaluar el efecto de la glicina sobre la carbonizacion de la proteinas como indice
de estrés Oxidativo.

= Evaluar el efecto de la glicina sobre la actividad de la catalasa, de la SOD.

» Analizar la composicion y el contenido de los AGNE en el higado u en el plasma.

» Evaluar la participacion del receptor de la glicina en el mecanismo por el cual

reduce la RI, utilizando estricnina como inhibidor del receptor.
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7. JUSTIFICACION

El modelo del SM ha sido desarrollado en nuestro laboratorio con la idea de que
represente la patologia resultante de un estilo de vida con dietas inadecuadas por un
consumo excesivo de hidratos de carbono y grasa, que da lugar a enfermedades
asociadas con un alto indice de morbimortalidad como son la obesidad central, la
resistencia a la insulina y la hipertensién arterial, entre otras.

El estudio del mecanismo por el cual los AGNE afectan la sensibilidad del receptor de
la insulina no ha sido abordado en detalle, por lo que el proyecto pretende
complementar el conocimiento actual; ademas, la informacion que se obtenga podra
ser util para aplicar medidas preventivas o terapéuticas para este cuadro patoldgico,
aunque todavia queda por explicar la participacion de otras vias y sus componentes,
asi como de otros factores. El uso de antioxidantes o la suplementacion de la dieta con
el amino acido glicina para la posible prevencion de enfermedades cardiovasculares,

ejemplifican tales aplicaciones.
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8. DISENO EXPERIMENTAL

9.1 Tratamiento de los animales.

Se utilizara ratas Wistar macho recién destetadas; se dividiran en dos grupos de doce
ratas cada uno:

Grupo SM: ratas que consumiran sacarosa al 30% en el agua de beber, para inducir
SM.

Grupo T: ratas testigo que solo recibieron agua para beber.

Todos los animales recibiran alimento comercial (Lab diet férmula 5008, Ralston Purina
Corp., St Louis, MO) para roedores. Al final de 24 semanas de tratamiento, tanto al

grupo de las ratas SM como T se subdividieron en dos nuevos grupos:

Dos grupos T y SM continuaran con el mismo tratamiento, y a dos grupos TG y SMG

se les adicionara glicina al 1% en el agua de beber durante cuatro semanas mas.

Al final del tratamiento se pondran las ratas en ayuno durante una noche. Se
anestesiaran con pentobarbital sédico (60mg/kg) y se sacrificaran, para la realizacion

de los experimentos, segun el esquema siguiente.
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Testigo
Testigo (T)

Testigo + Gly

Ratas Macho
Wistar

Sindrome
Metabdlico (SM)

9.2 Evaluacion de la RI

La RI se determinara por el método directo de la pinza euglicémica-hiperinsulinémica.
Los animales T y con SM se someteran a un operacioén con anestesia para la inserciéon
de los catéteres, un dia anterior a la realizacion del experimento. Los catéteres de
calibre PE50 se insertaran en las dos venas yugulares para infusion de glucosa y de
insulina y otro catéter en la carétida para colectar sangre y medir glucosa por medio de
un glucometro (Roche). Por medio de una bomba peristaltica de alta precisién se
realizara la infusién de la insulina por la yugular derecha a un flujo constante de 18 mU
insulina/kg de peso corporal/min. La solucion de glucosa al 34% se administrara a los
animales por medio de otra bomba peristaltica de alta precisidbn por la yugular
izquierda. En esta técnica, la infusion de insulina a alta concentracion (hiperinsulinemia)

incrementa la internalizacion de la glucosa circulante a tejidos sensibles a la insulina
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(musculo esquelético y tejido adiposo) e inhibe la produccion de glucosa enddégena por
el higado. La disminucion de glucosa en el plasma se previene por un flujo variable de
una solucion de glucosa. La cantidad de glucosa exdgena requerida para mantener la
glucosa plasmatica en una concentracion se cuantifica por la velocidad de infusion de
glucosa (VIG). VIG es una medicién de la capacidad de la insulina para incrementar la
internalizacién de la glucosa y suprimir la producciéon de glucosa, es decir es una
medida de la sensibilidad del tejido a la insulina en cada animal. La euglicemia se
mantiene en una relacion variable de infusion de glucosa que se ajusta de acuerdo con
la glucosa plasmatica en intervalos de 10 minutos durante dos horas de la pinza

hiperinsulinémica euglicémica.

9.3 Obtencidn del plasma

La sangre se recolectara de la aorta abdominal en presencia de anticoagulante (EDTA
al 0.1%) y para evitar la hemolisis. La muestra se centrifugard a 800 x g durante 20 min
a 4°C se separara el plasma y se le adicionara butilato de hidroxi-tolueno (BHT) al
0.002% como antioxidante, se almacenara a -70°C hasta la cuantificacion de los lipidos

e insulina.

9.4 Anadlisis en plasma de AGNE, triglicéridos, glucosa e insulina.

Los AGNE se determinaran por cromatografia, los AGNE se extraeran segun el método
de Folch (84), utilizando cloroformo metanol (1:1 v/v) que contiene 0.002% de BHT vy

en presencia del acido heptadecédnico como estandar interno. El extracto lipidico se
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tratara con el 2,2 mitoxipropano para la formacion de esteres metilicos de los AGNE.
Estos ultimos se analizaran en un cromatografo Carlo Erba Fractovap 2300 equipado
con una columna capilar de SP2330 de 25 m de largo y 0.25 mm de didmetro interior a

190 °C utilizando helio como gas acarreador a un flujo de 1ml/min.

Los diferentes AGNE fueron identificados segun sus tiempos de retencion

determinados con anterioridad con estandares comerciales (Supilco).

La concentracion de los triglicéridos y de la glucosa se medira utilizando un estuche
comercial. La insulina se evalud con el método de radio-inmuno-ensayo (RIA) utilizando

un estuche especifico para rata.

9.5 Obtenciéon de homogeneizado de higado para la evaluacién del grado

de fosforilacién de receptor del IRB e IRS-1/2

Al final del tratamiento los animales en ayuno se anestesiaran. La cavidad abdominal
se abrira, y se inyectara en la vena porta inferior, insulina (2Ul/kg), después de
trascurrido un minuto se tomara una muestra de higado (600 mg) y se homogeneizara
utilizando un homogeneizador manual de 3 mL a 4° C en 1 mL de amortiguador de lisis
(50 mM NaF, 1% TritonX100 y 100 mM Tris, 5 mM pirofosfato de sodio, 10 mM EDTA,
pH 7.2) con 1 mM ortovanadato de sodio, 1mM de fluoro-fenilmetilsulfonilo (PMSF), 2
ug/mL aprotinina y 2 ug/mL de leupeptina como anti-proteinaza) a 4°C. Después de
centrifugar el homogenizado a 558xg para eliminar todo el tejido conjuntivo y los
residuos celulares se obtendra el sobrenadante en el que se determinara la proteina

por el método de Lowry.

52



b

9.6 Cuantificacion de proteina

La proteina se cuantificar4 segun el método de Lowry modificado (85).

Se preparara tres soluciones: sol A (NaOHs al 1%), sol B (tartrato de sodio y potasio al
1%) y sol C (CuSO, al 5%).

El sobrenadante obtenido del proceso de homogeneizacion se diluira 1:100 en
solucién fisiolégica (NaCl al 0.9%) y se medira la proteina con 100 uL de esta solucion

por duplicado.

Paralelamente se preparard una curva de calibracion con albumina de suero bovino
(ASB) a una concentracion de 1 ug/uL de la siguiente manera. Se colocaréa: 0, 10, 20,
40, 60 pL de la solucion de ASB en tubos de ensayo y se llevara a 100 pL de solucion
salina y se adicionara 1mL de la mezcla hecha con las soluciones A(10ml), B(100 uL) y
C(100 pL). Después de 10 minutos de incubacion se adicionaran 100 uL de Folin 1N y

se incubara durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

La absorbencia se determinara en un espectrofotbmetro Beckman a 750 nm. La curva
de calibracion que corresponde a la absorbencia en funcién de las concentraciones
utilizadas de ABS es lineal y obedece a la ley de Beer Lambert, lo que permite

determinar la concentracion de proteina presente en las muestras.

9.7 Electroforesis y Western Blot

Se tomara el volumen necesario para tener 100 pug en proteina de cada muestra, se

suspendera en 20uL de amortiguador de carga (250 uL de glicerol; 750 uL de una
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solucion de SDS al 10 %; 300uL de una solucion de Tris- base 60 mM, pH 6.8; 210uL

de una solucion al 1% de bromofenol) y se ajustara el volumen con leamli (Tris 40 mM,

SDS 1%, B-mercapto etanol al 1%).

Se depositard 100 ug de muestra en un gel de poliacrilamida al 7.5% el resolvedor y al
4% el concentrador, se colocara en una camara de minigeles Bio-Rad (10x10cm X
0.75mm). Las muestras se correran durante 150 minutos a 120 V. La transferencia de
las proteinas se realizara en membrana de nitrocelulosa (tamafio de poro 0.45 pum,
Millipore Corporation) a 350 mA durante 40 minutos en una camara de transferencia en

semi seco (Bio- Rad, Trans Blot SD).

La deteccion de proteinas no especificas se reduce incubando las membranas en una
solucion TBS (Tris base 25 mM , NaCl 150 mM) que contiene leche descremada al 5
%, y 0.1% Tween 20 , posteriormente las membranas se incubaran con anticuerpos
policlonales contra IR, IRS %2y AKT (Santa Cruz Biotechnology, Inc) a una dilucién de
1:1000 en solucion blogueadora al 3% de leche sin grasa en polvo, TBS durante toda la
noche a 4°C en agitacion suave. Al final de incubacién las membranas se lavaran 5

veces con TBS- Tween y dos veces solo con TBS.

Como anticuerpo secundario se utilizara anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa
a una dilucion de 1:1500 en TBS Tween a temperatura ambiente durante 3 horas.
Posteriormente se lavara 5 veces, dos veces con TBS- Tween y tres con solo TBS; las
proteinas se revelaran por medio de quimioluminisencia con un estuche de luminol y
H.O, (Millipore). Las membranas incubadas con el reactivo quimioluminescente estaran

expuestas a placas radiograficas (BioMax Kodar) durante 5 minutos. La revelacién de
54




b

las placas raiogaficas se hara por medio de una solucién reveladora (Kodak) y se fijara
con una solucion fijadora. Las bandas obtenidas se analizardn por densitometria en un

analizador de imagen UVP (Inc, Upland,CA, USA).

Para el control de carga, las mismas membranas se incubaran en una solucion de
40mM de SDS y 250 mM de glicina, pH 2, durante 30 minutos para eliminar los
reactivos y los anticuerpos utilizados anteriormente. Posteriormente se incubaran en
una soluciébn TBS-Tween que contiene leche descremada al 5% durante 1 hora,
después se tratardn las membranas de la misma manera como se explico
anteriormente pero en este caso se utilizard anticuerpo anti— actina como control de

carga.

9.8 Efecto agudo de la glicina sobre la fosforilacion de IR e IRS-1/2 y AKT

en animales testigo

A las ratas testigo (350g pc) anestesiadas con pentobarbital (60 mg/kg pc); se les
administrara por la vena femoral glicina a diferentes concentraciones (100 mM,10 mMy
1 mM). El &cido oleico como AGNE que formara un complejo con albumina de suero de
bovino en la proporcion 4:1 se inyectara por la misma via que la glicina 5 min después.
Treinta min después se hara una incision en el abdomen para tener acceso a la vena
porta inferior para administrar insulina a fin de activar el IR, 60 segundos después se
realizara la disecciéon de una muestra del higado y se preparard el homogeneizado

utilizando un amortiguador de lisis conteniendo anti proteinazas.

Por medio de electroforesis de SDS-PAGE al 8% y Western blot utilizando anticuerpos
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policlonales contra el receptor de la insulina subunidad beta (IRp -P) fosforilada en la
tirosina y contra el sustrato del receptor de la insulina (IRS1/2- P) fosforilada en la

serina se analizara el grado de fosforilacion del receptor IRB- P y de IRS-1/2-P.

9.9 Actividad de la catalasa

La actividad de la enzima se medira por medio de electroforesis en gel nativo (sin SDS)
al 8 %. Se depositard 1 ug de cada muestra de homogeneizado de higado suspendido

en un amortiguador de carga que cntiene azul de bromofenol y glicerol.

El gel de poliacrilamida se hara en una camara de minigeles Bio-Rad (10x10cm x

0.75mm). La electroforesis se realizara durante 300 minutos a 80 V.

Al final de la electroforesis el gel se lavara por 2 minutos con agua bidestilada para
quitar el amortiguador de corrida y se incubara por 10 minutos con 4.4 mM de H,O,y
finalmente a un gel se agregara una solucion de fierrocianuro/cloruro férrico al 1% en el
agua para la tincién de la actividad de la catalasa que consiste en una banda blanca
sobre fondo verdoso oscuro. El otro gel se tefiira con cloruro de plata para visualizar las

bandas de todas las proteinas tomadas como control de carga.

9.10 Actividad de la superdxido dismutasa (SOD)

En geles de poliacrilamida al 8% en una camara de minigeles Bio-Rad (10x10cm x
0.75mm), se depositaran 20 ug de proteina de cada muestra de higado extraida de los

diferentes animales. La electroforesis de la muestras se realizara durante 180 minutos
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al00V.

Un gel se lavara con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.8 durante 10 minutos y se
incubara en la misma solucion de fosfatos mas 275 ug/mL de azul de nitrotetrazolium,
65 pug/mL de rivoflavina, 0.25 % TEMED por 15 minutos en la obscuridad, finalmente se
expondrd el gel a la luz blanca hasta que fueron visibles las bandas que corresponden

a la actividad de la SOD sobre fondo del gel que es azul.

Por otro lado, el otro gel se designara para control de carga y se realizara una tincion
con plata. Se agregaran 10 mL de una solucion fijadora (40% etanol, 10% acido
acético) por 30 minutos, después se afiadira solucion sensibilizadora (30% etanol, 0.2%
Na,S,0,, 6.8% acetato sodico) durante 30 minutos, se lavara 3 veces por 5 minutos
con agua Milli-Q, Posteriormente se agregara AgNO;3 2.5¢/L por 20 minutos , se lavara
2 veces/1 minuto con agua Milli-Q , se afadira la solucion de revelado (2.5% Na,COg,
HCOH 37%) se agitara el tiempo necesario para revelar el gel aproximadamente 5
minutos, finalmente se agregara una solucion de EDTA-Na al 1.46% para finalizar la

reaccion.
9.11 Carbonilacion de proteinas

En un tubo Eppendorf se colocara 1 mg de proteina de las muestras de higado de los
diferentes tratamientos (T, T+G, SM, SM+G) y se suspendera en un volumen de 400 pL
de solucion salina mas 100 uL de sulfato de estreptomicina al 10 %, se centrifugara a
12,852 xg /10 min para la precipitacion del ADN. Después de la recuperacion del

sobrenadante se le agregara 500 puL de una solucién de 20 % TCA (acido tricloro-
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aceético), se centrifugara a 12,852 xg rpm/10min, se desechard el sobrenadante. La
pastilla se suspendera en 500uL del reactivo 2,4 dinitrofenilhidrazina al 10mM en una
solucion de HCL (1IN), se incubarda durante una hora a temperatura ambiente con
agitando con vortex cada 15 minutos. Posteriormente se agregaran 500uL de una
solucion de TCA al 20 % y se centrifugaréa a 12.853 xg durante 3 min. El sobrenadante
se descartara y el pelet se lavara 3 veces durante 10 min con 1mL de etanol/acetato
etilico (1:1, v:v). Para remover el reactivo libre, la suspension se centrifugara a 12.853 x
g durante 3 min para descartar el sobrenadante. La pastilla obtenida se disolvera en
1mL de urea (6M) por 15 minutos a 37°C. El material insoluble se eliminara por

centrifugacion 12.8

53 x g/3min y finalmente se leera en el espectrofotbmetro (Beckman DU 640) a 360 nm
utilizando un coeficiente de absorcién molar de 22,000 M cm™ para el céalculo de la

concentracion de los carbonilos por mg de proteina.

Cabe mencionar que para cada muestra se tendra un blanco, que se tratara de la
misma manera sin adicionar el reactivo 2,4 dinitro — fenilhidrazina y, para realizar el

calculo, se sacara la diferencia entre el blanco y el reactivo.
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9. RESULTADOS
10.1 Caracteristicas generales del modelo.
El tratamiento de las ratas Wistar con sacarosa durante 24 semanas indujo una mayor
acumulacion de grasa intraabdominal y un aumento en la concentracion de los
triglicéridos en comparacion con los animales control.

Los niveles de insulina en plasma fueron significativamente mas altos en el
grupo con SM que en el testigo. En cuanto al peso corporal y la concentracion de
glucosa plasmatica no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos
(Tabla 1). El tratamiento con glicina de los animales disminuyé de una manera
estadisticamente significativa, todos los parametros que caracterizan el SM como los
triglicéridos, la insulina en plasma y la grasa intraabdominal. La glicina no tuvo efecto
en los animales testigo.

TABLA 1. Caracteristicas generales en el modelo

T SM T+ Gli SM +Gli
Peso corporal g 448 +12 475 +10 467 + 15 466 + 9
Grasaintra abdominal g 6.4 + 1.4 23.4+18 63+1.9 9.8 + 1.9
Triglicéridos mg/dL 43.1+ 7.5 96.9+7.1 32.8 +4.3 75.0 + 7.0*
Colesterol mg/dL 38.4+12.8 42.2+13.2 479+121 55.1+16.9
Glucosa mmol/L 6.0+ 1.0 5.9+1.2 5.5+0.7 6.4+1.5
Insulina pUl/mL 8.1+1.78 15.2+ 3.1 3.7+1.88 9.4+1.48

Los triglicéridos, el colesterol, la glucosa y la insulina fueron avaluados en el plasma. Los
valores representan la media + DS, n = 6 a 8 diferentes animales. *** p< 0.001 (T vs SM) *
p<0.05 (SM +Gli vs SM), § p=0.01 (T vs MS) y SM vs MS+Gili , ¥ p<0.05 (T vs MS).
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10.2 Andlisis de acidos grasos no esterificados (AGNE).
La tabla 2 muestra que la concentracion total de AGNE plasmaticos fue
significativamente mas alta (p<0.001) en el grupo con SM en comparacién con el grupo
testigo. Este aumento en la concentracién de los AGNE total resulta del aumento
significativo en la concentracién del acido palmitico (p<0.01), palmitoléico y oleico
(p<0.001).

El &cido estearico no sufri6 ningun cambio significativo en ambos grupos. El
tratamiento de los animales con SM con glicina normalizo la composicion de los AGNE
en el plasma.

TABLA 2. Concentracion de AGNE en plasma

AGNE T T+ Gli SM SM + Gli
Palmitico 0.22 +0.02 0.21 +0.06 0.39 + 0.06* 0.24+0.01
Palmitoléico 0.02+0.01 0.02+0.01 0.18 + 0.06** 0.064 + 0.002*
Esteérico 0.08 £ 0.01 0.08 £0.02 0.06 £0.01 0.06 + 0.01*
Oleico 0.15+£0.02 0.09 + 0.03 8 0.32 £ 0.06**  0.17 + 0.04"
Linoleico 0.14 £+ 0.02 0.11+0.01 0.10 + 0.02** 0.06 + 0.01*
Araquidonico  0.07 +0.02 0.05 +0.002 0.05+0.01* 0.04 £0.01
Totales 0.68 + 0.07 0.57+£0.11 1.11 £ 0.09 ** 0.64 + 0.08*

Los datos representan la concentracién en mM (media + DS; n =6).
*** Significativamente diferente del T (P<0.001); ** (P<0.01); * (P<0.05)
# significativamente diferente del SM (P<0.001); ¥ (p<0.05).

8 Significativamente diferente del T (P<0.05).
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En el homogeneizado de higado, igual que en el plasma, las concentraciones de AGNE
presentaron un incremento significativo en la concentracion total de AGNE (p<0.001)
en el grupo SM en comparacion con el grupo testigo. En la composicién de los AGNE
presentes en el higado se encontr6 un aumento significativo en el acido oleico
(p<0.001) y palmitoleico (p<0.01) del grupo SM (Tabla 3). El tratamiento con glicina de

los animales SM normalizé la composicion de los AGNE en el homogeneizado de

higado.

Tabla 3. Concentracion de AGNE en homogeneizado de higado.

AGNE T T + Gli SM SM + Gli
Palmitico 29.8+153 18.41:3.7 35.8+6.1 20.3+9.1%
Palmitoleico 0.6 +0.7 0.5+0.2 6.3 £ 2.1* 75+8.7
Estearico 12.2 + 3.8 9.3+1.78 13.3+2.4 7.4+32%
Oleico 11.1+6.5 76+25 32.1 + 8.5%** 16.7 + 8.7t
Linoleico 14.3+8.4 9.4+6.2 17.9+ 6.4 7.9 + 5511
Araquidonico  10.2+5.6 6.2 +1.6% 11.9 + 3.7 3.5+ 3.7ttt
Totales 785+11.4 51.8+10.9% 117.5+27.6"* 62.5+31.7t

Los datos representan la concentracion en nmol/mg proteina (media + DS; n = 6).
*** Significativamente diferente del T (P<0.001); ** (P<0.01); * (P<0.05)

1 gignificativamente diferente del SM (P<0.001); # (P<0.01), ¥ (P<0.05)
588 gignificativamente diferente del T (P<0.01). ® (P<0.05).

10.3 Efecto de la glicina sobre la RI

La figura 1 muestra la variacion de la velocidad de infusion de la glucosa (VIG)

(wmol/kg/min) en funcion de tiempo (min) en presencia de alta concentracion de
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insulina. Durante los primeros 20 min del experimento la VIG aumentd de una manera
similar en los dos grupos. Entre los 20 y los 40 min la velocidad de infusién de glucosa
aumentdé mucho més en los animales testigo que en los animales con SM.

Después de 40 min la velocidad de infusién llegd a un punto donde la variacion fue
minima durante 80 min. Los 80 min presentan la pinza hiperinsulinémica-euglicémica.
Se observa que los animales testigo requieren una mayor velocidad de infusion de la
glucosa que los animales con SM. El tratamiento de los animales SM con glicina

aumenta la velocidad de infusion de la glucosa de una manera muy significativa.

0.6
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o
1S
~F 0.1 A
0.0 -
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
min

Figura 6. Pinza hiperinsulinemica-euglicemica. En presencia de alta
concentracion de insulina los animales T requieren una mayor velocidad
de infusion de la glucosa que los animales con SM. La glicina aumenta la
velocidad de infusion en los animales con SM sin llegar a los niveles de
los animales T.

Los valores correspondes a la media +/- DS (n=6 a 8 animales
diferentes).** p<0.01 (SM vs T); * p<0.05 (SM +Gli vs SM). VIG: velocidad

de infusién de insulina.

62



o

10.4 Expresion basal del IR-B y IRS-1/2 en homogeneizado de higado.

Por medio de electroforesis de SDS-PAGE y Western blot, utilizando anticuerpos
policlonales contra el receptor de la insulina IRB y contra el sustrato del receptorde
insulina IRS-1/2, se analizé el contenido basal del receptor de las dos proteinas IRB , y
el sustrato IRS-1/2 en los homogenizados de higado (Fig. 8). El analisis por
densitometria de las bandas no muestra diferencias en la expresion del receptor IR ni
del IRS-1/2 entre los animales tratados con y sin sacarosa. El tratamiento con glicina

en ambos grupos de animales tampoco tuvo efecto sobre la expresién de las dos

proteinas.
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Figura 7. Analisis por WB de la expresion total de las proteinas IRS (95 KD) y IRS-1/2 (150 KD)
(proteina fosforilada y sin fosforilacion). Las bandas de GAPDH fueron consideradas como
control de carga, el analisis por densitometria de las bandas no muestra diferencias en la
expresion del receptor IRg ni del IRS-1/2 entre los grupos de animales. El tratamiento con

glicina en ambos grupos tampoco tuvo efecto sobre la expresién de las dos proteinas.
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10.5 Fosforilacion en la tirosina del IR-B.

La fosforilacion del IRp y del IRS-1/2 es el primer evento de la cascada de sefales
inducidas por la interaccién entre la insulina y su receptor y que termina en la
translocacion del transportador de la glucosa 4 (Glut4) hacia la membrana en tejido
cuyo trasporte de glucosa depende de la insulina. Para comparar el grado de
fosforilacién del IRp entre los dos grupos de animales con y sin SM, se administr6 a los
animales por medio de la vena porta inferior 2Ul/kg pc de insulina.

El analisis por Western Blot (Figura 9) del IRp fosforilado en sus residuos de
tirosina, en homogeneizado de higado, muestra que hay una mayor fosforilacion del
IRp en los animales T que los del SM y que el tratamiento con glicina aumenta la

fosforilacién del IRB en ambos grupos de animales.
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Figura 8. Efecto de la glicina sobre la fosforilacion del receptor IR-£en la tirosina inducida por
administracion de insulina, la glicina aumenta la fosforilacion del IR-gy hay una mayor
fosforilacion del IRS en los animales T que los del SM. Para el control de carga un anticuerpo

anti beta actina fue utilizado.
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10.6 Fosforilacion en la serina del IRS 1/2.

El tratamiento con glicina disminuye la fosforilacion del IRS1/2 en la serina en ambos
animales; en presencia de insulina la fosforilacion de receptor es casi nula
probablemente favoreciendo la fosforilacion del IRS1/2 en el residuo tirosina (ver Figura

10).
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Figura 9. Efecto de la glicina sobre la fosforilacion del receptor IRS-1/2 en el residuo serina
inducida por la administracion de insulina. La glicina disminuye la fosforilacion del IRS-1/2 en el
residuo serina y hay una menor fosforilacion en los animales T que los del SM. Para el control

de carga un anticuerpo anti beta actina fue utilizado.

10.7 Efecto de la glicina sobre la fosforilaciéon de AKT.

La glicina induce un aumento en la fosforilacién de AKT en el residuo tirosina inducida

por la administracién de insulina en ambos grupos de animales. En ausencia de glicina
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no se observa diferencia significativa en la fosforilaciéon de AKT entre SM y T, tampoco

la insulina produjo un aumento significativo en la fosforilacién de AKT.
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Figura 10. Efecto de la glicina sobre la fosforilacion de AKT en el residuo tirosina
inducida por administracién de insulina. La fosforilacién del AKT, la glicina aumenta la
fosforilacion de la proteina AKT en ambos grupos pero no tiene efecto entre los dos grupos de

animales.

10.8 Efecto agudo de la glicina sobre la fosforilacidén del receptor IRp.

Estos experimentos fueron realizados para investigar el efecto directo de la glicina
sobre la cascada de sefalizacién inducida por insulina en animales testigo. La
disminucién de la fosforilacién del receptor IRp y IRS que reflejan la resistencia a la
insulina, se indujo administrando a los animales acido oleico como acido graso no
esterificado que disminuye la fosforilacion del receptor IRp en el residuo tirosina, y en al

IRS-1/2 aumenta en el residuo de serina.
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Figura 11. Efecto de la glicina a diferentes concentraciones sobre la fosforilacion del receptor
IRZ en latirosina e IRS1/2 en la serina, en presencia de acido oleico (AO) (100 xmol/kg pc). La
fosforilacion fui inducida por la administracion de la insulina después de la administracion de

glicinay AO. La beta actina fue considerada como control de carga.

Por la vena femoral de las ratas (250-300g) se administré glicina a diferentes
concentraciones y acido oleico y se evalué la fosforilacion de receptor IRf e IRS-1
(Figura 11) inducida por administracion de insulina. Se observé aumento en la
fosforilacion en el receptor de IR -B con glicina en comparacion con insulina solamente
aun mayor que en las ratas con solamente insulina, un efecto contrario en IRS-1/2
fosforilado en la serina.

La administracion del acido oleico disminuye la fosforilacion del IRB inducida por
insulina, el tratamiento de los animales con glicina a 1ImM Y 10 mM revierte el efecto

del acido oleico aumentando la fosforilacion del receptor. A una concentracion de
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100mM de glicina no cambia el efecto del acido oleico sobre la fosforilacion del

receptor.

10.9 Efecto del acido oleico y de la N-acetil cisteina sobre la fosofrilacién

del IRB en homogenizado de higado.

Cada grupo de animales se dividié en cuatro subgrupos: 1) tratados con albumina
(ASB, como vehiculo control), los siguientes tres grupos recibieron un bolo de insulina
como se indica en la metodologia, 2) tratados con albumina (BSA+INS), 3) tratados con
acido oleico (AO), y finalmente tratados con el antioxidante N-acetil-cisteina mas acido

oleico (NAC+AOQ).

- insulina + insulina
—AO_AOYNAC_AO _AOiNAC, ~  _AO_ AOXNAC _AO_ _AQ:NAC
T SM T SM

Figura 12. Efecto del &cido oleico y de la N-acetil-cisteina sobre la fosforilacion del IRS en el
residuo tirosina, la fosforilacién del IR-#sin insulina en el SM fue menor que el grupo T. El
tratamiento con acido oleico de los animales T y SM disminuye el grado de fosforilacion del
receptor de insulina en ambos grupos, el antioxidante NAC aumenta los niveles de fosforilacion

del receptor de insulina tanto en el grupo T como en SM.

El analisis por densitometria de las bandas de cada proteina muestra que en el primer
grupo donde las ratas recibieron albumina como vehiculo, el porcentaje de la densidad
optica (D.O.) que corresponde al nivel de fosforilacion basal del IR-B en el grupo SM

fue mas bajo que en el grupo T. El grado de fosforilacion del receptor de insulina
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aumento de una manera mucho mas importante en las ratas T que en las ratas con SM
(Figura 12). El tratamiento con acido oleico de los animales testigo y SM, disminuy6
significativamente el grado de fosforilacién del receptor de insulina en ambos grupos .
Para investigar si el efecto del &cido oleico sobre la fosforilacion del receptor de insulina
implica la generacién de ERO (estrés oxidativo) se administré el antioxidante N-
acetilcisteina (NAC) durante 20 minutos antes de inyectar el acido oleico en los
animales, lo que mostré la recuperacion total de los niveles de fosforilacion del
receptor de insulina tanto en el grupo testigo como en SM (grupo NAC+AO, figura 12);
lo anterior indica que el antioxidante N-acetil-cisteina protege contra el estrés oxidativo
inducido en el higado por los AGNE (&cido oleico) en tiempos cortos afectando los

niveles de fosforilacion del receptor de insulina.

10.10 Participacién del receptor de la glicina en la fosforilacién del
receptor IRp.

Para investigar la participacion del receptor de la glicina en la fosforilacién del receptor
inducida por insulina en presencia del acido oleico se utilizaron animales T
anestesiados. A estos animales se les administré por inyeccion intravenosa 100
pmol/kg de estricnina un antagonista o inhibidor del receptor de glicina y diferentes
concentraciones de glicina, seguidos por el acido oleico y la insulina para la

fosforilacion del IR.
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La figura 13 muestra que la glicina aumenta la fosforilacion del IR inhibida por
el acido oleico. En presencia de estricnina la glicina pierde su efecto sobre la

fosforilacion del receptor inducida por insulina.
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Figura 13. Efecto de la estricnina (E) sobre fosforilacion del IR inducida por insulina (1) en

presencia de AO y glicina (G). La estricnina disminuye el efecto de la glicina.

10.11 Efecto de la glicina sobre la carbonilacién de proteinas en el SM.

La carbonilacion de las proteinas es considerada como un marcador de estrés oxidativo
in vivo (86). Segun la figura 14, en el higado de los animales con sindrome metabdlico
existe un aumento en la concentracién de las proteinas carboniladas y la glicina reduce
este aumento hasta los niveles normales encontrados en los animales testigo. La
glicina también reduce de una manera significativa los carbonilos en el homogenizado

de higado de los animales testigo.
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Figura 14. Efecto de la glicina sobre la carbonilaciéon de las proteinas de homogenizado de
higado. Los valores corresponden a la media +/- DS (n=6 diferentes animales).
* p<0.001 T vs SM; ** p<0.05 T vs T+gli; *** p<0.001 SM vs SM + Gili.

10.12 Efecto de la glicina sobre la actividad de la catalasay la SOD.

10.12.1. Catalasa.

La catalasa es una de las enzimas mas importante entre las enzimas antioxidantes
que cataliza le degradacion del H,O, a H,O. El sindrome metabdlico reduce
moderadamente la actividad de la catalasa sin que alcance significancia estadistica. El
tratamiento de los animales con glicina aumenta la actividad de la catalasa de una

manera estadisticamente significativa en ambos animales (Figura 17).

71



®

Actividad Catalasa
200
150 -
o
a 100 - »
) I l
0
CAT T T+G Shl SM+G

Control de carga

Figura 15. Efecto de la glicina sobre la actividad de la catalasa en higado. La actividad de a
proteina es el resultado de tensién FeCI3/K3Fe(CN)6 en presencia de H,O, (Ver metodologia).
El gel se tifie en vede oscuro excepto donde hay actividad de catalasa. Los resultados estan
expresados como la media +/- DS de la DO. * p<0.05 T vs T+Gli; ** p<0.05 SM vs SM+Gili-. El
control de carga corresponde a un gel nativo revelado con commasie y muestra que no hubo

diferencia en la carga de las muestras.

10.12.2 Superoxido dismutasa.

La figura 18 muestra que la actividad de la Mn-SOD esta mejor detectada que la de la
Cu/Zn gue no se reveld de manera Optima en nuestras condiciones experimentales. En
los animales con SM la actividad de MnSOD no difiere de la de los animales testigo.
Sin embargo el tratmiento de los animales con glicina aumenta la actividad de la Mn-

SOD en ambos grupos de animales de una manera similar.

72



L&

Actividad SOD
60

40 3

DO

30 +

20 -+

“Mn soD

Cu/Z_n SOD
Bovino

4—-—
Cu/Zn SOD

ST T T T T T [

Figura 16. Efecto de la glicina sobre la actividad de la SOD en higado. La actividad de la
proteina es el resultado de tensiébn con Azul de nitrotetrazolium en presencia de anion
superéxido generado con el TEMED (Ver metodologia). Todo el gel se tifie en azul excepto las
zonas donde hay actividad de SOD. Los resultados estan expresados como la media +/- DS de
la DO. * p<0.05 T vs T+Gli; ** p<0.05 SM vs SM+Gili.

El control de carga corresponde a un gel nativo revelado con commasie y muestra que no hubo
diferencia en la carga de las muestras.
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10.DISCUSION
La resistencia a la insulina, definida como una accién disminuida de la insulina en sus
organos blanco, especialmente adiposos, musculares y hepaticos, junto con
hiperinsulinemia compensadora, se ha ligado a la aparicion de diversas enfermedades

metabdlicas, que son agrupadas bajo el nombre de SM.

Metabolismo de AGNE y RI: efecto de la glicina.

El modelo animal con dieta alta en hidratos de carbono en el agua de bebida, ha sido
desarrollado en el laboratorio a fines de elucidar el mecanismo por el cual las
alteraciones en el metabolismo de lipidos observadas contribuyen al desarrollo de la
obesidad, la hipertension y la resistencia a la insulina (6). El aumento en los triglicéridos
observado en los animales con SM refleja una alta actividad lipogénica en el higado
debido al consumo de sacarosa. La hipertrigliceridemia resulta en una acumulacion del
exceso de energia como triglicéridos en el tejido adiposo sobre todo en la cavidad
intraabdominal. La acumulacién de la grasa predominantemente en la cavidad
intraabdominal se asocia con alteraciones en el metabolismo de los lipidos y de la
glucosa, con la hiperinsulinemia y con hipertension (13-15) como se ha encontrado en
nuestro modelo de SM.

El mecanismo por lo cual se acumula la grasa en el tejido adiposo esta bien descrito en
la literatura (16). EI mecanismo por el cual la gilcina reduce la concentracion de los

triglicéridos y la acumulacion de la grasa intra-abdominal no esta establecido pero en

un trabajo anterior (6) hemos observado que a nivel mitocondrial, el consumo de
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higado de SM tratado con glicina. Este resultado sugiere un posible mecanismo que
implica la degradacion de los AGNE en el higado.

Las concentraciones fisiologicas de los AGNE plasmaticos circulantes deben ser
mantenidas dentro de un intervalo muy estrecho y un aumento anormal de ellos se
asocia con diversas enfermedades entre ellas: obesidad, DM,, ateroesclerosis y otras.
Los mecanismos por los cuales los AGNE conducen a éstas y otras enfermedades no
estan del todo establecidos, pero su contribucion a la generacion de la resistencia a la

insulina parece ser uno de los mas importantes.

La concentracion alta de los AGNE en el plasma puede explicarse por una mayor
actividad lipolitica del tejido adiposo debido a la resistencia a la insulina. En los
procesos de la lipdlisis, la lipasa hormonosensible (LHS), es la enzima limitante en la
liberacibn de los AGNE a partir del tejido adiposo. Esta enzima se activa por
fosforilacion que es sensible a la insulina (17, 18). En el caso de una dieta alta en
hidratos de carbono, las altas concentraciones de la insulina secretada en respuesta a
concentraciones elevadas de glucosa en la sangre disminuyen las cantidades de
AMPc. Esta situacion conduce a la desfosforilacion de la lipasa hormonosensible y por
lo tanto, su inactivacion, inhibiendo la liberacion de los acidos grasos para la oxidacion.
En el caso de resistencia a la insulina, la LHS es insensible a la inhibicion por la
insulina y por consecuencia se observa un aumento en la concentracion de los AGNE

circulantes. En nuestro modelo con SM y tratado con glicina hay una disminucion de la

resistencia a la insulina mostrada por el experimento de la pinza hiperinsulinemica-
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euglucemica, lo que contribuye también a la disminucion también de los AGNE

circulantes y en el higado.

La glicina aumenta la fosforilacion del IRB en la tirosina y disminuye la de del
IRS-1/2 en la serina.

La resistencia a la insulina resulta de la alteracion en la interaccion de la insulina con su
receptor para llevar a cabo una serie de sefalizaciones que implican la fosforilacion de
varias proteinas. La fosforilacion del receptor de insulina en el higado de ratas con SM
inducida por insulina es reducida en comparacion con el grupo testigo, indicando que
existe cierta alteracion en la funcionalidad del receptor de insulina desarrollada durante
el periodo de tratamiento de estos animales SM, quizas por la presencia incrementada

de AGNE.

En efecto, la administracién del acido oleico (AGNE de mayor contenido en higado de
ratas SM) a los animales, por tiempos cortos indujo la disminucion en la fosforilacion
del residuo de tirosina de IRp y un aumento en la fosforilacion de la serina del IRS1/2.
Lo anterior es una de las caracteristicas de la resistencia a la insulina inducida por
AGNE o sus metabolitos (ceramidas, diacilglicerol, acil-CoA) los cuales activan la PKC8
cinasas serina/treonina, llevando a aumentar la fosforilacion de serina/treonina sobre el
receptor de insulina o sus sustratos y disminuyendo la fosforilacion de residuos de
tirosina, provocando asi un desajuste en la accion de la insulina (20). En nuestro

modelo de la rata con SM hay disminucion en la fosforilacion del IR- en el residuo
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tirosina. El tratamiento con glicina mostr6 aumento la fosforilacion de IR-B y una

disminucion del IRS1/2 en los residuos de serina.

La administracion del agente reductor N-acetil-citeina (NAC) a los animales revierte el
efecto el acido oleico en el animal entero, aumentando la fosforilacion de IRB. Este
experimento sugiere que el acido oleico reduce la fosforilacién de receptor de insulina
IR-B generando especies reactivas de oxigeno (ERO) y estrés oxidativo lo que indica
gue los AGNE pueden desequilibrar la accién de la insulina mediante un incremento en
los niveles de ERO. Por otro lado, la glicina aumenta la actividad de la catalasa y de la
SOD disminuyendo la carbonilacion de las proteinas. Estos resultados sugieren que la
glicina aumenta la fosforilacién del receptor IRp, del IRS en la tirosina y la fosforilacion
de la AKT por medio de su efecto sobre el estrés oxidativo.

Los estudios con antioxidantes como la vitamina E o NAC indican un efecto benéfico
sobre la sensibilidad a la insulina, ofreciendo la posibilidad para nuevos tratamientos en

casos de resistencia a la insulina (21).

La glicina afecta la fosforilacion del IRB a través de su receptor

Los experimentos de la administracion aguda de la glicina a 1 y 10 mM/kg de peso
corporal muestran que esta ultima elimina el efecto inhibidor de la fosforilacién del
receptor IRB por preadministracion del &cido oleico. Este efecto de la glicina se inhibe
por la administracion a los animales de estricnina (100 pmol/kg de peso corporal). La

estricnina es un inhibidor del receptor de glicina activador del canal de cloro, lo que
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sugiere que la glicina también puede modificar la respuesta de la insulina a través de
su receptor despolarizando la membrana y afectando la concentracién del Ca™

intracelular ya que se sabe que el Ca™ regula la fosforilacion de numerosas proteinas.

11.CONCLUSIONES
La glicina un amino acido dispensable que reduce la Rl en el modelo de SM
normalizando la interaccién de la insulina con su receptor que se refleja en un aumento
en la fosforilacion de IR-B, AKT y la disminucion en la fosforilacion en los residuos de
serina del IRS-1/2 en el higado de los animales con SM tratados con glicina. Esto
puede ser a través de su efecto sobre las enzimas antioxidantes y por medio de su

receptor (GlyR) activador del canal de cloro.

12.PERSPECTIVAS
Elucidar el mecanismo del receptor de la glicina sobre la cascada de sefalizacion de la
insulina en células aisladas de lo animales con SM y con o sin tratamiento con glicina.
En un sistema celular sera posible ver el efecto de la sobre expresion del receptor de la
glicina sobre los movimientos de Ca++ y sobre la despolarizacion de la membrana y

como estos afectarian las sefiales de la insulina.
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