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Aprendi y Decidi...

Y asi después de esperar tanto, un dia como cualquier otro decidi triunfar.

Decidi no esperar a las oportunidades sino yo mismo buscarlas; decidi ver
cada problema como la oportunidad de encontrar una solucion; decidi ver
cada desierto como la oportunidad de encontrar un oasis; decidi ver cada
noche como un misterio a resolver; decidi ver cada dia como una nueva
oportunidad de ser feliz.

Aquel dia descubri que mi Unico rival no eran mas que mis propias
debilidades; y que en éstas, esta la Unica y mejor forma de superarnos.

Aquel dia dejé de temer a perder, y empecé a temer a no ganar. Descubri que
no era yo el mejor, y que quizds nunca lo fui; me dejé de importar quién
ganara o perdiera, ahora me importa simplemente saberme mejor que ayer.

Aprendi que lo dificil no es llegar a la cima, sino jamas dejar de subir.

Aprendi que el mejor triunfo que puedo tener, es tener el derecho de
llamarle a algunos "familia". Descubri que el amor es mas que un simple
estado de enamoramiento, "el amor es una filosofia de vida".

Aprendi que debo de dejar de ser un reflejo de mis escasos triunfos
pasados, y empezar a ser mi propia luz de este presente.

Aprendi que de nada sirve ser luz, si no vas a iluminar el camino de los
demés.

Decidi cambiar tantas cosas...

Aprendi que los suefios son solamente para hacerse realidad.

Desde aquel dia ya no duermo para descansar, ahora simplemente duermo para

sofiar...

Walter Elias Disney
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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial caracterizada por
acumulacion excesiva de grasa o hipertrofia general del tejido adiposo en el organismo.
Ademas de ser componente esencial del sindrome metabdlico, también predispone al
desarrollo de varias enfermedades entre las que se incluyen enfermedades cardiovasculares,
diabetes tipo 2, apnea del suefio, ictus, osteoartritis, algunas formas de cancer entre otras. El
aumento del tejido adiposo en el organismo es consecuencia de la alteracion en el balance
entre el ingreso y consumo energético, siendo el ingreso mayor que el consumo, dando

como resultado una acumulacion de energia en forma de grasa.

La sobrecarga nutricional, en forma de carbohidrato, modifica la actividad de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) y de la isocitrato deshidrogenasa (IDH) en tejido
adiposo. Ambas incrementan el NADPH™ el cual altera la sintesis de lipidos, el balance
redox intracelular, la sintesis de citocinas pro-inflamatoria y finalmente el desarrollo de
resistencia a la insulina. Por ello el objetivo del presente estudio fue evaluar si la
nicotinamida a concentracion de 5 0 10 mM modifica las actividades de la G6PD y de IDH,
disminuye la acumulacién de lipidos y la alteracion del balance redox en tejido adiposo de
rata suplementada con glucosa al 30 % en el agua de beber por 90 dias. Los parametros
evaluados fueron: perfil bioquimico (glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL y LDL),
marcadores de dafio hepatico (TGO y TGP) y actividad lipolitica (AGL, &cidos grasos
libres) en suero. Ademas, determinar las actividades de G6PD y de la IDH; asi como las
concentraciones de glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG) y de
malondialdehido (MDA) en tejido adiposo. La concentracion de MDA también fue

evaluada en suero.

Los resultados mostraron que el consumo de glucosa al 30 %en el agua de beber por
90 dias incrementd significativamente el peso corporal, concentracion de glucosa,
triglicéridos, AGL y MDA. Ademas de incrementar las actividades de TGO y TGP,
disminuyé HDL. Todos estos parametros comparados con el control. Estas alteraciones
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metabolicas fueron revertidas con el tratamiento de nicotinamida a concentracion de 5y 10
mM.

Los decrementos significativos fueron observados en peso corporal;
concentraciones de glucosa, Triglicéridos y AGL. Ademas de las actividades de TGO y
TGP, como en la concentracion de MDA en los grupos con nicotinamida a concentracion 5

y 10 mM, los cuales fueron comparados con el grupo glucosa.

En el tejido adiposo de ratas suplementadas con glucosa al 30% en el agua de beber
se observd un aumento significativo de las actividades de la G6PD e IDH vy la
concentracion de MDA. Mientras que disminuyé significativamente la concentracion de
GSH e incremento GSSG; lo cual se reflejo en el decremento de la relacion GSH/GSSH. El
suplemento de nicotinamida a concentracion de 5 y 10 mM revirtio las alteraciones
metabolicas ocasionadas por la glucosa, disminuyendo MDA, las actividades de G6PD vy de

IDH; asi como la concentracion de GSSG. Alterno a esto restaurd la concentracion de GSH.

Con base en los resultados obtenidos se concluye que la actividad de G6PD
inducida por el consumo de glucosa al 30% coincide con el aumento de marcadores de
estrés oxidativo y AGL. Ademas, el suplemento de nicotinamida al regular la actividad de

G6PD decrece los marcadores de estrés oxidativo y concentracion de AGL.
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ABSTRACT

Obesity is a chronic multifactorial disease characterized by excessive accumulation
of fat or general hypertrophy of adipose tissue in the body. Besides being an essential
component of the metabolic syndrome, also predisposes to the development of various
diseases including cardiovascular disease, type 2 diabetes, sleep apnea, stroke,
osteoarthritis, some cancers and other are included. Increased adipose tissue in the body is a
consequence of the alteration in the balance between income and energy consumption being

higher income than consumption, resulting in an accumulation of energy as fat.

Nutritional overload as carbohydrate, modifies the activity of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) and isocitrate dehydrogenase (IDH) in adipose tissue. NADPH +
both increase which alters lipid synthesis, intracellular redox balance, synthesis of pro-
inflammatory cytokines and finally the development of insulin resistance. Therefore the
objective of this study was to assess whether 5 to 10 mM nicotinamide concentration
amending activities of G6PD and IDH decreases lipid accumulation and altered redox
balance in rat adipose tissue supplemented with 30% glucose in drinking water for 90 days.
The parameters evaluated were: biochemical profile (glucose, triglycerides, cholesterol,
HDL and LDL), markers of liver damage (SGOT and SGPT) and lipolytic activity (FFA,
free fatty acids) in serum. Also, determine the activities of G6PD and IDH; well as the
concentrations of reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG) and
malondialdehyde (MDA) in adipose tissue. MDA concentration was also evaluated in

serum.

The results showed that consumption of 30 % glucose in the drinking water for 90
days significantly increased the body weight, glucose, triglycerides, AGL and MDA.
Besides, increasing the activities of TGO and TGP decreased HDL. All these parameters
compared to the control. These metabolic changes were reversed by treatment with 5 and

10 mM nicotinamide concentration.
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Significant decreases were observed in body weight; concentrations of glucose,
triglycerides and AGL. Besides the activities of TGO and TGP, and the concentration of
MDA in the groups with 5 to 10 mM nicotinamide concentrations, which were compared

with the glucose group.

In adipose tissue significant increase was observed in the activities of G6PD and
IDH, and in MDA concentration. While there was a significant decrease of GSH
concentration and an increase of GSSG, which was reflected in the decrement of GSH /
GSSH relationship. The supplement of 5 to 10 mM nicotinamide concentration reverted
metabolic disorders caused by glucose lowering MDA G6PD activities of IDH, and the
concentration of GSSG. Besides it restored GSH concentration.

Based on the results it is concluded that the activity of G6PD induced glucose uptake
30% coincides with increased markers of oxidative stress and AGL. In addition,
nicotinamide supplementation to regulate the activity of G6PD decreases markers of

oxidative stress and AGL concentration.
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1. INTRODUCCION

Uno de los problemas mas comunes asociados al estilo de vida actual, es el exceso de
peso debido a la seleccion de los alimentos; ya sea por su costo monetario, su sabor o la
conveniencia en la preparacion. Las consecuencias de esta condicion cronica colocan a
México en el primer lugar de los paises con mayor indice de obesidad en su poblacion, por
lo que la representacion de la OMS colabora de forma activa brindando cooperacion técnica
al pais en la lucha para controlar esta enfermedad, especialmente por la influencia que tiene
en la aparicion de muchos otros problemas de salud. Por su parte, los paises con menor
indice de obesidad son Japdn y Corea con un 4% respectivamente.

Actualmente la obesidad infantil es un problema de salud en México y existen mas de 4
millones de nifios que presentan sobrepeso y obesidad. Uno de cada 5 nifios tiene
problemas de sobrepeso, lo cual ha llevado a que México ocupe el 1° lugar en obesidad
infantil. La persistencia de la obesidad infantil hasta la edad adulta aumenta el riesgo de
padecer sindrome metabdlico, higado graso, enfermedad cardiovascular, diferentes tipos de
cancer, hipertension y diabetes tipo 2, entre otras. Factores como el consumo de bebidas
glucosadas contribuyen a la epidemia de la obesidad y estudio recientes comprueban que

México es el principal consumidor de bebidas edulcoradas con un promedio de 163 litros

por persona al afio. (www.who.int)

La obesidad es un problema de desequilibrio de nutrientes que se traduce en un mayor
almacenamiento de alimento en forma de grasa que el requerido para satisfacer las
necesidades energéticas y metabolicas del individuo. Una variacion crénica del consumo
hipercaldérico y su baja utilizacién incrementa la acumulacién de energia en forma de

triacilgliceroles en el tejido adiposo.

El exceso de masa grasa en el tejido adiposo por el consumo de carbohidratos ingeridos
deriva en parte de la sobreproducciéon de NADPH, cofactor esencial para la sintesis de
acidos grasos de novo por nuevos adipocitos (adipogénesis) y/o el incremento de
triacilgliceroles del adipocito (lipogénesis). NADPH es requerido para la sintesis de lipidos
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(Dessi, 1992), (Koh, 2004), (Muntoni, 1992), (Rosk, 2001), (Sackl, 2001), para regenerar la
forma reducida del glutation (GSH), mantener la actividad de la catalasa y regular el estado
redox celular por transferir electrones al oxigeno para generar el anion superoxido por
NADPH oxidasa. Varias son las fuentes que generan NADPH sin embargo la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa destaca como productora principal de NADPH para los sistemas

anti y pro-oxidantes o para la lipogénesis de novo.

La G6PD (G6PD, EC1.1.1.49) es una enzima constitutiva que regula la via de las
pentosas fosfato generando NADPH y pentosas fosfato. Es altamente regulada por sefiales
nutricionales, hormonales y de estrés oxidativo. La G6PD es esencial en la sobrevivencia
celular y su funcion como fuente de NADPH para la sintesis de &cidos grasos quedo
confirmada al observarse el decremento tanto en la velocidad lipogénica, como en las

concentraciones de lipoproteinas en individuos con deficiencia en esta enzima.

Estudios recientes realizados con animales genéticamente obesos o alimentados con una
dieta alta en contenido energético revelan que el incremento en la actividad y expresion de
G6PD se asocia con aumento del estrés oxidativo y sefiales inflamatorias. Consistente con
esto, la sobre-expresion de G6PD altera la homeostasis de lipidos y decrece la sensibilidad
a la insulina en el adipocito. Incluso se ha observado que la G6PD podria ser un aliado
fundamental para frenar los desérdenes metabolicos asociados a la obesidad y mejorar la
sensibilidad a la insulina. A través de este conocimiento una alternativa terapéutica viable
es el uso de la nicotinamida como posible regulador de G6PD durante la lipogénesis de
novo, debido a su propiedad antioxidante, inmunoreguladora, antiapoptética Yy

anticancerigena.

1.1 Definicion de las bebidas azucaradas y sus consecuencias

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) dictamind que las
bebidas azucaradas son todas aquellas bebidas que contienen azlcar artificial o natural que
exceden el promedio de la cantidad recomendada por los médicos para la ingesta sana de

nifios y adultos que debe representar menos del 10% de la ingesta caldrica total diaria. Estas
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incluyen bebidas carbonatadas o gaseosas regulares, es decir que no son de dieta y aquellas
bebidas con sabor a frutas, al igual que las conocidas bebidas deportivas. En México la
NOM detalla las caracteristicas que deben tener las bebidas azucaradas (NOM-086-SSA1-
1994, NOM-218-SSA1-2011).

Normalmente los ingredientes utilizados para su elaboracién son agua y alto
contenido de fructosa y jarabe de maiz. Cabe destacar que este grupo de bebidas no incluye
los jugos naturales de fruta. El Jarabe de Maiz es un endulzante alto en calorias creado
mediante un proceso enzimatico a partir del maiz. Su uso se ha incrementado desde hace 30
afios y no es un endulzante comercializado sin embargo se le puede encontrar cominmente
en diversas comidas procesadas y en innumerables bebidas, especialmente en gaseosas. La
particularidad que presenta el jarabe de maiz y que ha hecho remplazar al azlcar se debe a
que tiene un menor costo, se mezcla bien con muchos liquidos y sirve como conservador de

muchos alimentos.

Un estudio realizado por el Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Colorado (UCHSC), avala que el exceso en el consumo del jarabe de maiz aumenta la
presion arterial y la posibilidad de sufrir infarto al miocardio, cardiopatias, derrame
cerebral, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, entre otras.

1.2 Definicion de obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica de origen multifactorial, caracterizada por la
acumulacién excesiva de grasa o hipertrofia general del tejido adiposo en el organismo. La
causa de ello, en gran parte se debe adietas ricas en calorias y al creciente sedentarismo en
los paises occidentales (Seidell, 1999). De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud
el grado de obesidad se define por el indice de masa corporal (IMC, el cual establece la
relacién entre el peso y la altura al cuadrado (kg/m?) un IMC igual o mayor a 30 es
sinénimo de obesidad (www.who.int ). Ademas de ser componente esencial del sindrome
metabolico la obesidad predispone al desarrollo de varias enfermedades, particularmente

enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, apnea del suefio, ictus,

3
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osteoartritis, algunas formas de cancer, padecimientos dermatologicos y gastrointestinales
(Sullivan, 2008), (Haslam, 2005).

1.2.1 Distribucion anatémica de la obesidad

Segun la distribucion de la grasa en el cuerpo, la obesidad se puede clasificar en:

Obesidad central (visceral o androide). Abdominal o Forma de Manzana. La
obesidad androide presenta acumulacion de grasa en la parte central del cuerpo,
especialmente en la region visceral; este tipo de obesidad se correlaciona con
anormalidades diabetogénicas y aterogénico. Se asocia claramente con un aumento del
riesgo de desarrollar: Diabetes tipo 2, Ateroesclerosis, Hiperuricemia e Hiperlipidemia,
Sindrome Metabolico, consecuencia directa del estado de Insulino resistencia (Despres,
2008) (Girard, La fontan, 2008)

Obesidad periférica (subcutanea o ginecoide). Localizada en zona gluteo femoral
dando apariencia de pera al cuerpo. La circunferencia de la cadera se correlaciona
negativamente con los diferentes factores de riesgo cardiovascular. La obesidad ginecoide
se relaciona con alteraciones mecanicas osteoarticulares y trastornos vasculares venosos
inferiores (L’ Hermitte F, 2003). Se caracteriza por la distribucion de grasa en la parte

inferior del cerpo (abdomen, cadera, region glatea y muslos), siendo mas comdn en mujeres

que en hombres (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de la
obesidad de acuerdo a la
distribucién corporal de grasa.
(A.D.AM.’s Health Illustrated
Encyclopedia).
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La edad resulta un importante indicador, tanto para la terapéutica como para el

pronostico del obeso. Segun la edad de su aparicion se clasifica en:

Obesidad infantojuvenil. Comienza antes de los 18 afios. Es predicativa de la
obesidad del adulto. Los nifios con sobrepeso tienen mayor probabilidad de ser obesos en la
edad adulta. A su vez los adultos obesos que tienen historia de obesidad infantojuvenil
sufrirdn una obesidad méas prolongada (www.fertilab.net).

Obesidad del adulto. Comienza después de los 18 afnos. En este tipo de obesidad
predomina como mecanismo la hipertrofia celular y se asocia mas frecuentemente a la
obesidad abdominal visceral y sus complicaciones metabolicas (www.fertilab.net), su
prevalencia continda incrementando de manera acelerada, representado uno de los
principales problemas a nivel mundial y nacional. La secuela principal de la obesidad es el
desarrollo de la condicion llamada resistencia a la insulina, que junto con la obesidad
promueven el inicio y desarrollo de diversas fisiopatologias, incluidas DM2, sindrome
metabolico, hipertension arterial, dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, entre otras
(Gutierrez, 2009).

1.2.2 Obesidad y resistencia a la insulina

La etiologia de la obesidad es multifactorial. Existe una susceptibilidad genética
sobre la cual inciden los diferentes factores ambientales que llevan a un desequilibrio
energético (aumento de la ingesta frente al gasto energético) en donde se presenta el

almacenamiento del exceso de energia en el tejido adiposo.

El adipocito que almacena el exceso de energia, experimenta hipertrofia e
hiperplasia que produciran alteraciones principalmente en su funcion intracelular a nivel del
reticulo endoplasméatico y mitocondrial (Ferrantis S, 2008). Esta disfuncién celular
desencadena un estado pro-inflamatorio, con alteracion de las adipocinas y liberacion de
acidos grasos que a nivel del musculo esquelético promoveran la resistencia a la insulina
(Figura 2).
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Figura 2. Consecuencias metabolicas del desbalance energético (Ferrantis S, 2008).

Una caracteristica que distingue a la obesidad es la disminucion en la sensibilidad a
la insulina (Soverini, 2010). Varios son los factores que desencadenan la resistencia a la
insulina en la obesidad, sin embargo, las evidencias han demostrado al estrés oxidativo
sisttmico como factor causal de ésta. En el sujeto obeso, la resistencia a la insulina es
reflejo del aumento en la acumulacion de lipidos en tejidos periféricos, debido al
incremento de &cidos grasos libres a partir del tejido adiposo con hipertrofia (Perseghin,
2003). Durante la hipertrofia el adipocito per se llega a ser resistente a la insulina
incrementando la liberacién de &cidos grasos circulantes a partir del tejido adiposo. Bajo
estas circunstancias los acidos grasos libres en el plasma se encuentran elevados, debido a
una escasa capacidad de amortiguamiento por parte del tejido adiposo; en consecuencia el

exceso de lipidos se deposita en otros 6rganos.

El metabolismo del tejido adiposo concomitante con factores derivados del
adipocito esta involucrado en el control sistémico de la sensibilidad a la insulina. Ademas
de los &cidos grasos, el tejido adiposo también secreta varias sustancias biol6gicamente
activas, como las adipocinas (TNF—a, IL-6, ASP, resistina) que tienen la propiedad de

modular la sensibilidad de otros tejidos a la insulina y probablemente participan en la




Efecto de alto consumo de bebidas glucosadas sobre la actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y
marcadores de estrés en adipocito de rata: intervencién con nicotinamida

induccion de la resistencia a la insulina sistémica (Fasshauer, 2003), en el desarrollo de la
diabetes tipo 2; asi como de elevar el riesgo de enfermedades cardiovasculares asociadas
con obesidad (Antuna-Puente, 2008).

En la mayoria de los individuos obesos o en aquellos que padecen diabetes tipo 2 el
principal defecto en la accion de la insulina se localiza a nivel post-receptor (Saltier y
Kahn, 2008). La accion de la hormona se ve alterada por estimulos que inhiben la
fosforilacion del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) en residuos de tirosina
(Hotamisligil, 1994). La reduccion en la fosforilacion del IRS-1 suprime la sefializacion
molecular intracitosolica apropiada de la insulina, causando resistencia a sus acciones (Paz,
1997).

Ademas de los factores inflamatorios y de estrés también vias endocrinas, neurales,
e intracelulares se encuentran alteradas en la obesidad, probablemente uno de estos factores
tenga una accion dominante muchos de ellos son independientes y estan fusionados a su
propia interaccion dinamica, y quizas dando soporte a la fisiopatologia de la resistencia a la

insulina.

Sin embargo, los estudios clinicos y experimentales muestran que el estrés oxidativo
sistémico emerge como factor causal de la misma. El término estrés oxidativo se asigna al
desbalance entre la produccion de las especies moleculares altamente reactivas,
principalmente de oxigeno y nitrégeno (O, H,0,, OH-, NO) y las defensas antioxidantes
(Halliwell, 1995), en la obesidad la produccion de especies reactivas de oxigeno esta

correlacionada con acumulacion de grasa (Evans, 2002).

La propuesta que la condicion oxidante es critica para el desarrollo de resistencia a
la insulina, estd respaldada por estudios que hacen patente la presencia de marcadores de

estrés oxidativo en el sujeto obeso (Urukawa, 2003) y en roedores (Diniz, 2006).

Otros estudios sefialan que revertir el desequilibrio entre pro-oxidante y

antioxidantes mejora la accion de la insulina (Haber, 2003), (Furukawa, 2004), (Evans,
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2007); ya que frena la activacion de las cinasas JNK, p38MAPK y IKKb por especies
reactivas principalmente de oxigeno (Wellen y Hotamisligil, 2005), (Blair, 1999), (Aguirre,
2000), (Maddux, 2001), (Yuan, 2001).una de las alternativas recomendadas para revertir
este desequilibrio es el mejorar los habitos alimenticios en conjuncion con una rutina de

ejercicios.

1.2.3 Consecuencia de la obesidad

La obesidad enlaza un gran nimero de condiciones clinicas que disminuyen la
esperanza de vida. Esta asociacion puede ser dependiente o independiente de la distribucion
del tejido adiposo. Ademas de estar relacionada con el incremento en la prevalencia de
desdrdenes metabdlicos y fisicos; dentro de los primeros se encuentra la inflamacion,
resistencia a la insulina y dislipidemia, que predisponen al desarrollo de diabetes y
enfermedades cardiovasculares (Gutiérrez, 2009). En cuanto a las alteraciones fisicas estan
los problemas osteo-articulares y la apnea del suefio.

1.2.3.1 Resistencia a la insulina y diabetes tipo 2

La resistencia a la sefial de la insulina, se considera como la capacidad reducida de
los tejidos periféricos, en particular del musculo esquelético y el higado, para responder al
estimulo de la insulina. Esta anormalidad se refleja en un metabolismo alterado de glucosa,
desarrollo de diabetes tipo 2, enfermedad cardiovascular, dislipidemias, hipertension y
otros factores subclinicos, como los protrombético y antifibrinoliticos. La resistencia a la
insulina puede ser diagnosticada 10 6 20 afios antes del inicio de la hiperglucemia
(Warram, 1990). En el sujeto obeso, la resistencia a la insulina refleja el aumento de la
acumulacién de lipidos en tejidos periféricos, debido al incremento de acidos grasos libres
(AGL) a partir de un adipocito con hipertrofia y una escasa capacidad de amortiguamiento
por parte del tejido adiposo (Perseghin, 2003).

El deterioro de la sensibilidad de la insulina asociada al exceso de lipidos en el

higado, musculo esquelético y pancreas tiene consecuencias tipicas del sindrome
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metabolico (Frayn y Summers, 1998). De esta manera, el metabolismo del tejido adiposo
concomitante con factores derivados del adipocito estd vinculado al control sistémico de la
sensibilidad de la insulina.

1.2.3.2 Enfermedades cardiovasculares

La obesidad aumenta el riesgo de infarto al miocardio (IAM), acelera la
aterosclerosis, origina hipertension y dislipidemias. La funcion que tiene el tejido adiposo
como organo endocrino, lo involucra en la patogénesis de las enfermedades
cardiovasculares, debido al incremento en la produccién de citocinas pro inflamatorias y de
quimiocinas, originando un estado inflamatorio. Ademas incrementa la secrecion de
factores pro aterogénicos favoreciendo las complicaciones cardiovasculares (Bogaert -
Linas, 2009), (Calabro, 2009).

1.2.3.3 Céncer

El exceso de peso se ha relacionado con el incremento en la aparicion de todo tipo
de cancer, especialmente de mama, endometrio, colon y prostata. Se han realizado
experimentos en donde la restriccion de calorias mostrd reduccion en la proliferacion
celular y aumento en la apoptosis. El incremento del tejido adiposo, cambios en los niveles
de hormonas sexuales, alteracion del sistema inmune, dafio en la sefializacion de la insulina
y aumento de los radicales libres influyen en el proceso de carcinogénesis (Fair y
Montgomery, 2009).

1.2.3.4 Esteatosis hepatica

Se ha visto que mas del 80% de las personas con esteatosis hepatica no alcoholica
presentan obesidad morbida. La resistencia a la insulina causada por el aumento de la grasa
corporal incrementa la concentracion de AGL, originando acumulacion de grasa en higado.

Este solo es el inicio, ya que después se presenta hiperinsulinemia, lipoperoxidacion,
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alteracion en la produccidn de citocinas y finalmente estrés oxidativo; que son componentes
que finalmente llevan a la esteatosis hepatica (Clark y Diehl, 2003), (Shifflet y Wu, 2009).

1.3 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones antropometricas,
bioquimicas y clinicas que predisponen al desarrollo de la enfermedad cardiovascular
y la diabetes mellitus tipo 2 a lo largo de la vida (Ford ES, 2008). La existencia de una serie
de factores de riesgo que predisponen a la enfermedad cardiovascular y la diabetes mellitus
no es reciente, ya habia llamado la atencion a diferentes investigadores en los afios 20 del
siglo pasado. Asi Eskil en Suecia, propuso la existencia de un sindrome que abarcaba
hipertension arterial, hiperglucemia e hiperuricemia que se consider6 como la primera

descripcion sobre este sindrome en el siglo XX (Kylin E, 1923).

Por su parte Avogaro realizd una descripcion sistematica de los componentes de
este sindrome: obesidad, diabetes mellitus e hipertension, ademas incluyeron la

hiperlipidemia como uno de los componentes claves (Avogaro P, 1967).

Sin embargo fue Gerald Reaven el primero que llamo la atencion suficientemente a
los investigadores sobre la relacion que existia entre la resistencia insulinica, la intolerancia
a la glucosa, el aumento de los triglicéridos, la disminucion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y la hipertension arterial (Reaven, 1988).

Todas estas alteraciones actualmente estan asociadas con el sindrome metabdlico y
lo denominéd entonces "sindrome X”. Originalmente la obesidad no estaba incluida porque
existian individuos con IR que no eran obesos. Se denomina sindrome metabolico (también
conocido como sindrome X, sindrome pluri metabdlico, sindrome de insulino resistencia,
sindrome de Reaven o CHAOQS) a la conjuncion de varias enfermedades o factores de
riesgo en un mismo individuo que aumentan su probabilidad de padecer una enfermedad

cardiovascular o diabetes mellitus.
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El sindrome metabdlico lo presenta una de cada cinco personas este sindrome se
presenta en familias con antecedentes y es mas comun entre las personas afroamericanas,
hispanas, asiaticas e indigenas americanas. En todos los grupos, la posibilidad de que
ocurra el sindrome aumenta a medida que la gente envejece. La causa exacta del sindrome
metabolico no se conoce, pero entre los factores que contribuyen a que se presente esa
condicion son: la genética, el exceso de grasa (especialmente alrededor de la cintura) y la
falta de ejercicio.

Las personas con sindrome metabdlico tienen una conjuncion de los siguientes
factores de riesgo: Obesidad central, Diabetes, Niveles elevados de triglicéridos y niveles
bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL o "colesterol bueno") en la sangre, Presion

arterial alta (hipertension arterial).

1.3.1 Parametros para diagnosticar el sindrome metabdlico

A partir de la publicacion de Gerald Reaven, numerosos investigadores hicieron
referencia al mismo sindrome utilizando diferentes denominaciones o introduciendo nuevos
criterios para el SM en la poblacion adulta. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en
1998, fue la primera organizacion que propuso en forma provisoria y luego definitivamente
en 1999 la definicion del sindrome metabolico y los criterios para su diagnostico en la
poblacién adulta (Organizacion Mundial de la Salud, 1999) (Alberti, Zimmet PZ.1998)
(Tabla 1).

Esta definicion tenia algunos inconvenientes porque exigia la presencia de
resistencia a la insulina o alteracion del metabolismo hidrocarbonado mas otros criterios y
por lo tanto presentaba un mayor poder predictivo para la posibilidad de padecer diabetes
mellitus tipo 2. Ademas contemplaba el uso del indice cintura /cadera en lugar de la
circunferencia abdominal que esta mas relacionado con el depdsito de grasa visceral y por

ultimo la inclusién de la micro albuminuria como criterio para el diagndstico del sindrome.
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Tabla 1. Definicion del sindrome metabolico segun la OMS (www.who.int).

Debe existir resistencia a la insulina o glucemia basal alterada, intolerancia a la glucosa o
diabetes mellitus tipo 2. Més dos de los siguientes criterios:

*Obesidad: IMC> 30 kg/m? un indice cintura/ cadera > 0,9 (varones) o > 0,8 (mujeres)
*Dislipidemia: triglicéridos > 150 mg/dL y/o HDL < 35 mg/dL (varones) o <40 mg/dL
(mujeres)

*Hipertension arterial: tension arterial > 140/90 mm Hg o tratamiento farmacolégico

*Micro albuminuria: excrecion > 20 pg/min o relacion albimina/creatinina >30mg/g

En respuesta a los criterios propuestos por la Organizacién Mundial de la Salud, el
EGIR (Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina) modifico los nuevos
criterios propuestos por la OMS principalmente en relacion con los puntos de corte que
habian considerados. Ademas se sustituy6 la determinacion de micro albuminuria por la
medicion de la glucemia basal y propuso la utilizacion de la definicion de sindrome de
resistencia a la insulina en lugar de la denominacién de sindrome metabolico (Balkau B,
1999), (Tabla 2).

Tabla 2. Definicion del sindrome metabdlico segin el EGIR (Balkau B, 1999).

Maés de dos de los siguientes criterios: resistencia a la insulina*

*QObesidad central: cintura> 94 cm (varones) 0> 80 cm (mujeres)
*Dislipidemia: triglicéridos > 180 mg/dL y/o colesterol HDL < 40 mg/dL
*Hipertension arterial: tension arterial > 140/90 mm Hg o tratamiento farmacolégico

*Glucemia basal: >110mg/dL

*Valores de insulina basal > p 75 de la poblacién no diabética

En el afio 2013 el NCEP (Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol)
presento el Panel de Tratamiento del Adulto (ATP IV) con nuevos criterios del sindrome
metabolico como parte de un programa educativo para la prevencion de las enfermedades
coronarias (JAMA, 2013).
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Esta clasificacion mas simple dejé de considerar la alteracion del metabolismo
glucidico como criterio indispensable para el diagnostico del sindrome metabdlico y asigno
a cada componente del sindrome el mismo valor equiparable. EIl NCEP-ATP 1V, también

reconocio que el sindrome se acompafiaba de un estado pro inflamatorio y protrombotico.

Esta clasificacion més sencilla permitié que fuera usada ampliamente tanto en los

trabajos epidemioldgicos como en la practica clinica diaria (Tabla 3).

Tabla 3. Definicion del sindrome metabdlico segun el NCEP-ATP IV (JAMA, 2013).

Tres 0 mas de los siguientes criterios:

*Obesidad central: cintura > 102 cm (varones) o > 88 cm (mujeres)
*Hipertrigliceridemia: triglicéridos> 150 mg/dL

*Descensos del colesterol: HDL < 40 mg/ dL (varones) o <50 mg/ dL (mujeres)
*Hipertension arterial: tension arterial > 130/85 mm Hg o tratamiento farmacoldgico.

*Glucemia basal: >110 mg/dL

En el afio 2013 la Asociacibn Americana de Endocrinologia Clinica (AACE)
publico su posicion oficial sobre el sindrome metabdlico. Aunque sin proponer una

definicién especifica, dejando el diagnostico al juicio clinico (Bloomgarden, 2013).

Ademas proponia una modificacion de los criterios del NCEP-ATP 1V, e insistia en
la sugerencia de utilizar el término de sindrome de resistencia a la insulina y excluia la
diabetes como uno de los componentes del sindrome por considerarlo una consecuencia
propia del sindrome y también excluia la obesidad como un criterio propiamente dicho
(AACE, 2013) (Tabla 4).
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Tabla 4. Definicion del sindrome metabolico segun la AACE (www.aace.com).

Presencia de al menos uno de los siguientes factores de riesgo:

*Diagnostico de enfermedad cardiovascular, hipertension arterial, sindrome de ovario
poliquistico, esteatosis hepatica no alcohodlica o acantosis nigricans.

*Historia familiar de diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial o enfermedad
cardiovascular.

*Historia de diabetes gestacional o intolerancia a la glucosa.
*Raza no caucasica.

*Estilo de vida sedentario.
*IMC > 25 kg/m2y/0 cintura > 101,5 cm (varones) o > 89 cm (mujeres).

*Edad > 40 afios.

*Mas dos 0 mas de los siguientes criterios:

*Triglicéridos > 150 mg/dL

*Colesterol HDL < 40 mg/dL (varones) o < 50 mg/dL (mujeres)
*Tension arterial > 130/85 mph o tratamiento farmacoldgico.

*Glucemia basal 110-125 mg/dL o glucosa 2 horas después de sobrecarga oral entre 140 y
200 mg/dL

La existencia de multiples definiciones para el sindrome metabdlico ha generado
una gran confusion. Con el fin de poder realizar comparaciones entre poblaciones de
diferentes paises sobre la prevalencia del sindrome metabdlico, la Federacion Internacional
de la Diabetes (IDF) reuni6 entre sus miembros un grupo de expertos con el objetivo de

consensuar los criterios para el SM.

Este nuevo consenso puso énfasis en la obesidad abdominal como un componente
clave del sindrome, que presentaba una excelente correlacion con la resistencia a la insulina
y considerd su medicion como un requisito imprescindible para el diagndstico del sindrome
(Alberti KG, 2006) (Tabla 5).
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Ademas teniendo en cuenta que el grado de obesidad a partir del cual aumentan los
riesgos para las complicaciones metabolicas y cardiovasculares era diferente en las distintas
razas, se establecieron para la circunferencia abdominal puntos de corte especificos segun

los grupos étnicos.

Tabla 5. Definicion del sindrome metabolico segun la IDF (Alberti KG, 2006).

Obesidad central: incremento del perimetro de cintura segun grupo étnico especifico*
Mas dos de los siguientes criterios:

*Hipertrigliceridemia: triglicéridos >150 mg/dL o tratamiento para alteracion lipidica.

*Descenso de colesterol HDL: < 40 mg/dL (varones) o < 50 mg/dL (mujeres) o
tratamiento por alteracion lipidica.

*Hipertension arterial: tension arterial sistolica> 130 y/o tension arterial diastolica> 85
mm Hg o tratamiento farmacoldgico.

*Alteracion del metabolismo de la glucosa: glucemia basal> 100 mg/dL o diabetes
mellitus tipo2 previamente diagnosticado.

*Si el indice de masa corporales >de 30kg/ m“ se puede asumir que hay una obesidad
central y no es necesario medir el perimetro de la cintura.

1.3.2 Fisiopatologia del sindrome metabdlico

La resistencia a la insulina es clave en la asociacion entre la obesidad y los
componentes del sindrome metabdlico, porque constituye el sustrato fisiopatoldgico sobre

el cual se desarrolla el sindrome metabélico.

1.4 Tejido adiposo

Debido al incremento en el indice de obesidad a nivel mundial y al problema de
salud que esto representa, el estudio del tejido adiposo es fundamental para entender las
anormalidades metabdlicas asociadas al desarrollo de obesidad. Durante varios afios el

tejido adiposo fue considerado Unicamente como un érgano de almacén de energia,
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actualmente se reconoce que posee alta actividad metabolica y que es un 6rgano endocrino
capaz de establecer comunicacion con el resto del organismo mediante la sintesis y
liberacion de moléculas activas llamadas adipocinas. Estas funcionan como sefiales
autocrinas, paracrinas y endocrinas necesarias para el control del metabolismo (Vazquez-
Vela, 2008).

En los mamiferos existen dos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco y el
tejido adiposo café o marrén. Ambos, como lo dice su nombre, presentan diferencias en
cuanto a coloracién, pero mas importantes son las diferencias en la morfologia,

distribucion, genes y funcion.

Cualquier alteracion en el tejido adiposo tendra repercusiones en la salud. Es asi
como el incremento en la grasa abdominal, ya sea visceral o subcutanea, es importante para
la patogenesis, no solo de la resistencia a la insulina, sino también de dislipidemias,

intolerancia a la glucosa, hipertensién y riesgos cardiovasculares (Maritza, 2007).
1.4.1 Composicidn celular del tejido adiposo

El tejido adiposo contiene distintos tipos celulares, la tercera parte esta constituida
por adipocitos. EI resto del tejido adiposo se encuentra formado por fibroblastos,
macrofagos, células del estroma, monocitos y preadipocitos (Figura 3) (Vazquez-Vela y
col., 2008). En el desarrollo de la obesidad, se presentan cambios en la composicion,
ejemplo de esto es la inflamacion e infiltracién progresiva de macréfagos, proporcional al

grado de obesidad.

Adipocitos
I Figura 3. Células
PreadIDOCItOS j v que componen al

: tejido adiposo.
- VE& (Wellen
- Hotamisligil, 2003).

Macrofaao
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1.4.2 Tejido adiposo café o marrén

Posee adipocitos multiloculares, es decir, presenta varias gotas lipidicas, aunque
almacena menos lipidos que el tejido blanco. Otra caracteristica que los distingue es la gran
abundancia de mitocondrias. Los adipocitos cafés expresan en su totalidad todos los genes
que se expresan en los adipocitos blancos. También expresan, en concentraciones altas,
algunos distintos, como la proteina desacoplante 1 (UCP1), responsable de la produccion de
calor sin la generacion de ATP, lo que ocasiona un desacoplamiento metabdlico, fendmeno
que solamente permite la liberacion de energia en forma de calor. EI control neurégeno es
de tipo adrenérgico, sin embargo, el tejido café recibe mayor inervacién que activa a los
receptores 3 membranales, que inducen termogénesis y modificaciones en la eficacia con
que se utilizan los sustratos. En el humano, el tejido adiposo café Unicamente esta presente
en el recién nacido para la regulaciéon termogénica (Cortés, 2002), (Rosen y McDougal,
2006). (Figura 4. A,B).

1.4.3 Tejido adiposo blanco

Es el principal sitio de almacén de energia, formado por adipocitos uniloculares, lo
que significa que posee s6lo una gota lipidica en donde almacena la energia en forma de
triacilgliceroles (TAG). La principal funcién de este tejido es el control de la ingesta de
energia y la distribucion de la misma a otros tejidos en los periodos interdigestivos. La
cantidad de tejido adiposo blanco es dependiente del requerimiento energético del

organismo Y esta finalmente regulado por nutrimentos, sefiales hormonales y neuronales.

El tejido no solo responde a hormonas, sino que también produce y secreta
moléculas. Mediante estas sefiales moleculares, el adipocito participa en la regulacion de
multiples funciones celulares y se comunica con células de otros tejidos, localizados en
organos distantes, como hipotalamo, pancreas, higado, muasculo esquelético, rifion, hueso,
endotelio y sistema inmune. Las moléculas secretadas se encuentran relacionadas con

distintos procesos, como la respuesta inmune (TNFa), la regulacion de la ingesta y el gasto

17



Efecto de alto consumo de bebidas glucosadas sobre la actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y
marcadores de estrés en adipocito de rata: intervencién con nicotinamida

energético (leptina y adiponectina), y la funcion vascular (angiotensina y el inhibidor del

activador del plasmindgeno tipo 1) (Moreno y Martinez, 2002).

Por lo tanto, alteraciones en el crecimiento, desarrollo y funcion del tejido adiposo
blanco, pueden estar implicadas en el desarrollo de diversas patologias tales como la
obesidad, la resistencia a la insulina y diabetes tipo 2, hipertension y aterosclerosis.
Adicional al almacenamiento de combustible, el tejido adiposo blanco puede actuar como

un aislante térmico y como protector de érganos. (Figura 4. A,B).

\ i » NS
* ¢ e y. 8
\ [
} . &
s W . ot s 9 ¥
* ¢
F 3 ¢ ' t .
v o~ ’
’ P e y = Vi !
] i " ; N\
' . -
e L B ’ =
n \ '
° ’ ¥ 3 ‘ ' ' . .
w Y ) '
9 L] '
. -
r s . Y | ' = '
1 A ¥ . " -
{ 3 ,' p‘ "y, ) ' ’
/ 3 ® | LN
_’_'_’_‘..—-—.
ABIPOCITO BLAKCO A3 s v
| ADIFOCHO PARDO 77 = Mitocondria
» X 3
. i @ Nicleo
Al =« ) B
; Vesicula de grasa

Figura 4.
A. Corte histolégico del tejido adiposo blanco y pardo. (Rosa Daza, Medicina IID).
B. Morfologia del adipocito blanco y pardo. (http://modeladocorporal.mex.tl)

1.4.4 Adipocito

Los adipocitos son células de secrecion endocrina derivados de células madre
multipotentes de origen mesodérmico con la capacidad de diferenciarse a adipocitos,
condrocitos, osteoblastos y miocitos. La célula adiposa contiene todas las enzimas de la
lipdlisis y de la lipogénesis y es capaz de modificar el tamafio de su diametro hasta 20

veces y varias veces su volumen. Los adipocitos son células muy activas, producen y
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secretan moléculas proteicas y no proteicas que actuan de manera endocrina, paracrina y

autocrina (Pagano y Calvo, 2003).

1.4.5 Acidos grasos

Los &cidos grasos son sustrato para la produccion de lipoproteinas en el higado,
moléculas de sefializaciéon y fuente de energia (Arner, 2005). Cuando la liberacion de
acidos grasos no va de acuerdo al requerimiento energético se origina un desequilibrio entre
el almacén vy la liberacion de energia, originando incremento de los acidos grasos a nivel
plasmatico y en su metabolismo, comenzando a almacenarse en tejidos diferentes al
adiposo, como por ejemplo el higado (6rgano en el cual es fécil la acumulacion debido a

que esta comunicado con la grasa visceral mediante la vena porta).

La fuente de los triacilgliceroles (TAG) es a partir de la dieta, de la sintesis hepatica
o0 de movilizar los depdsitos existentes. La Figura 5 muestra el metabolismo de los TAG de
la dieta, los cuales se emulsifican por las sales biliares, fomentando la hidrdlisis en la luz
del intestino delgado por la lipasa pancredtica y otras enzimas. Los &cidos grasos y los
monoacilgliceroles, producto de la hidrélisis se absorben por los enterocitos para
recombinarse en TAG, que ademas se combinan con apoproteinas para formar los
quilomicrones. Este proceso solubiliza los lipidos y permite su transporte a través de la
sangre y la linfa. Los TAG sintetizados en el higado forman las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL).

Las lipoproteinas transportadas a los tejidos periféricos se hidrolizan en las
superficies internas de los capilares, y se catabolizan para producir energia o se recombinan
en TAG para almacenarse. En el almacenaje, la lipasa de lipoproteinas (LPL) se encarga de
hidrolizar los TAG contenidos en las lipoproteinas, liberando a los &cidos grasos que son
rapidamente captados por el tejido adiposo, ingresando al adipocito. La LPL es producida y
secretada por el tejido adiposo y el musculo, posteriormente se transporta a las células
endoteliales de estos tejidos. La LPL se une a proteoglicanos en la superficie luminal de los
capilares donde interactta con las lipoproteinas. Durante la alimentacion, la LPL aumenta

en tejido adiposo, disminuyendo en muasculo. (Yu y Ginsberg 2005).
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Las VLDL dan lugar a las IDL, mientras que la degradacién de los quilomicrones
origina los restos de quilomicrones. Las HDL desempefian el principal papel de eliminar el

exceso de colesterol de los tejidos y restituirlo al higado para su metabolismo o excrecion.
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Figura 5. Metabolismo de los &cidos grasos (http://themedicalbiochemistrypage.org).

Los TAG ingeridos se hidrolizan en la luz del intestino delgado por la lipasa pancreética y
otras enzimas. Los productos de la hidrolisis absorbidos por la mucosa intestinal se
recombinan en TAG, que se combinan con apoproteinas para formar quilomicrones. Los
TAG sintetizados en el higado forman las VLDL. Los TAG en ambas lipoproteinas se
hidrolizan a glicerol y &cidos grasos en las superficies internas de los capilares en los
tejidos periféricos, dando lugar a las IDL y a los restos de quilomicrones.
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1.4.6 Lipogénesis

El tejido adiposo blanco es el mayor reservorio de energia, la cual es almacenada en
forma de TAG, dentro de una vacuola que representa el 95% del adipocito. La lipogénesis
es la sintesis de &cidos grasos esterificados, a partir de carbohidratos o de otras fuentes de
energia provenientes de la dieta. Ocurre principalmente en higado, y en menor grado en
tejido adiposo. La sintesis aumenta durante el estado postprandial y después del consumo

de carbohidratos y se inhibe con el ayuno.

La acumulacion de lipidos en el tejido adiposo depende de los acidos grasos
circulantes. La principal fuente de TAG procede de quilomicrones y VLDL circulantes
(Moreno y Martinez, 2002).

Los TAG de las VLDL son hidrolizados hasta acidos grasos libres (AGL) y glicerol
por la LPL. La proteina estimuladora de acilacion (ASP) estimula la sintesis de TAG en
tejido adiposo. A medida que se generan AGL, simultaneamente se produce ASP,
promoviendo la sintesis y deposito de TAG en el adipocito. Una vez en el interior de la

célula, los &cidos grasos son re esterificados para formar TAG.

La proteina que se une a acidos grasos (FABP), también conocida como a P2 se
encarga de movilizar los AGL en la fase acuosa del citosol y los dirige a los organelos
membranosos intracelulares, para su esterificacion (Hita, 2002). Los acidos grasos
plasméaticos unidos a albumina también pueden ser captados por los adipocitos y re
esterificados a TAG.

La lipogénesis de novo se refiere a la sintesis de acidos grasos a partir de sustratos
no lipidicos, primordialmente carbohidratos. La glucosa es el principal sustrato para la
lipogénesis de novo (Large, 2004). La glucosa ingresa al adipocito mediante GLUT-4,
controlado por insulina, donde es oxidada via glicolitica a acetil-CoA, para ser
transformada a malonil-CoA por la Acetil-CoA carboxilasa (ACC). Finalmente la FAS la

convierte a acil-CoA, para ser esterificada en reticulo endoplasmico a TAG. Finalmente,
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los TAG son translocados al interior de la gota lipidica. La FAS es una enzima que
requiere NADPH + H”, aportado primordialmente por la G6PD y en menor grado por la
ME (Fonseca-Alaniz, 2007).

1.4.7 Lipolisis

Una alta demanda de energia, como el ayuno, ejercicio y situaciones de estrés, las
enzimas lipoliticas son encargadas de proporcionar acidos grasos y glicerol a otros tejidos
tales como el higado, musculos esquelético, rifion y miocardio (Carmen, 2006), (Vazquez-
Vela, 2008). Durante la lipdlisis, los TAG almacenados en el tejido adiposo son
hidrolizados hasta acidos grasos y glicerol. El paso limitante de la lipdlisis esta controlado
por la lipasa sensible a hormonas (HSL), ésta hidroliza a los TAG a diacilglicerol (DAG) y
monoacilglicerol (MAG). Los MAG son finalmente hidrolizados a AGL y glicerol por la
monoacilglicerol lipasa. La HSL se activa por fosforilacion en serina por la proteina cinasa
A (PKA), la cual es activada mediante AMP ciclico. La lipo6lisis es estimulada por
hormonas como glucagon y catecolaminas, que al unirse a su receptor activa a proteinas G
estimulantes y, por tanto a la adenilato ciclasa para la formacion de AMP ciclico. Ademas
de PKA, la lipdlisis puede ser estimulada por MAPK vy por cinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK).

Los AGL se unen a proteinas acarreadoras para ser transportados al espacio
intersticial y a la circulacion. Existen varias proteinas acarreadoras, sin embargo, la mas
importante es la aloumina. El transporte de glicerol al exterior del adipocito, necesario para
la gluconeogénesis, es llevado a cabo por una proteina integral formadora de canales de la

membrana celular, la acuaporina adiposa 7 (AQP7) (Funahashi, 2006).

La inhibicion de la lipolisis se da por hormonas cuyo receptor se encuentra asociado
a la adenilato ciclasa a través de proteinas G inhibitorias. Esto provoca una menor
produccién de AMP ciclico y una menor activacion de la PKA y por lo tanto de la
HSL(Moreno y Martinez, 2002).
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1.4.8 Regulacion lipogénesis/ lipolisis

La desregulacion de la lipogénesis y la lipolisis puede dar lugar a anormalidades
metabolicas. Cuando hay un incremento en la actividad lipogénica, puede originar
acumulacién de TAG dentro del tejido adiposo. Sin embargo, si aumenta el nivel lipolitico,
incrementan los AGL, acumuléndose en tejidos y 6rganos diferentes al adiposo. Todas
estas anormalidades estan relacionadas con el desarrollo de resistencia a la insulina. Por lo
tanto, la regulacion de la lipogénesis y la lipolisis es esencial tanto para mantener la
homeostasis energética, como para prevenir enfermedades metabolicas. Ambos procesos se
encuentran regulados por hormonas, cuya secrecion esta bajo regulacion nutricional
(Jaworski, 2007).

Las catecolaminas (adrenalina, noradrenalina, dopamina), principales hormonas que
estimulan la lipdlisis, se unen mediante receptores B adrenérgicos (B1AR y B2AR), éstos a
su vez se unen a proteinas G (G,s) activando la cascada lipolitica (Langin, 2006).

Las catecolaminas al unirse al receptor 0,AR, éste se une a proteina G,; provocando
disminucion de AMP ciclico, y por consiguiente un efecto antilipolitico. La
desnutrina/ATGL forma parte de la familia de proteinas implicadas en la lipo6lisis en tejido
adiposo y esta regulada por factores como la alimentacion (Zulet, 2007). Los
glucocorticoides se encargan de inducir la expresién de desnutrina/ATGL, por lo tanto

estimulan la lipdlisis.
La insulina, contrario a catecolaminas y glucocorticoides, es una hormona

lipogénica. La insulina activa a la fosfodiesterasa reduciendo el AMP ciclico; ademas

desfosforila a de HSL mediante la fosfatasa 1.
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1.4.9 Hipertrofia e Hiperplasia

Una variacion crénica del consumo calorico y su baja utilizacion agranda el almacén
de energia en forma de TAG del adipocito. EIl exceso de masa grasa en el adipocito, se
manifiesta en aumento de lipidos intracelulares, mayor tamafio (hipertrofia) y nimero
(hiperplasia) de adipocitos. La hipertrofia evidente en individuos con sobrepeso y en
pacientes con diabetes tipo 2 fue considerada la Unica ruta a través de la cual la masa del
tejido adiposo se expande en el adulto (Bahceci, 2007). Sin embargo, la hiperplasia se suma

al ensanchamiento del tejido adiposo en la obesidad.

La hipertrofia y la hiperplasia estan asociadas con anormalidades intracelulares en la
funcién del adipocito, particularmente del reticulo endoplasmico y el estrés mitocondrial.
Esto tiene consecuencias intracelulares y sistémicas incluyendo, resistencia a la insulina,
produccion de adipocinas y AGL. La hiperplasia ocurre en dos pasos, primero hay un
incremento en el nimero de preadipocitos y posteriormente su diferenciacion a adipocitos
maduros. Estudios in vitro muestran que los adipocitos hipertroficos en presencia de TNFa
e IGF-I estimulan la hiperplasia. Ademas, cambios asociados con hipertrofia parece

favorecer la disfuncion celular del adipocito (De Ferranti, 2008).

Los adipocitos con hipertrofia presentan mayor lip6lisis, debido a la menor
sensibilidad a insulina, y por lo tanto mayor activacion de AMP ciclico, llevando a un

incremento de la activacion del factor lipolitico PKA-HSL (Guilherme, 2008).

1.5 Resistencia a la insulina en el tejido adiposo

La resistencia a la insulina en el tejido adiposo es importante en la fisiopatologia del
sindrome metabolico (Reaven, 1988) (Eckel RH, 2005). En condiciones normales la
insulina inhibe la lipdlisis del tejido adiposo, sin embargo cuando existe IR la lipdlisis no se
puede suprimir y aumenta el volumen de &cido graso libre (AGL) liberado al plasma. Este
proceso estd mediado por la HSL (lipasa sensible a hormonas) que junto con el ATGL
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(triglicérido adiposo lipasa) son responsables del 95% de la hidrolisis de los triglicéridos
(Schweiger, 2006) (Kraemer, 2002).

En los sujetos obesos la hiperinsulinemia y la IR estan fuertemente asociados con
el ARNm y la expresion de la proteina de HSL y ATGL independientemente de la
masa grasa (Jocken, 2007). La resistencia a la insulina aumenta los niveles de AGL que
producen a su vez aumento de la IR (Boden G, 2008). Asi mismo el depdsito de tejido
adiposo visceral contribuye al aumento del volumen de AGL. Por otra parte el drenaje
venoso del tejido adiposo visceral va directamente al sistema porta y se ha hipotetizado que
en la obesidad visceral el higado recibe una sobrecarga de acidos grasos y por consiguiente
se vuelve resistente a la insulina (teoria portal) (Eckel, 2005).

El tejido adiposo también contribuye a la fisiopatologia del sindrome metabdlico a
través de la liberacion excesiva de citocinas proinflamatorias. Dichas citocinas parecen
proceder de los adipocitos y/ o de los macrofagos derivados de los monocitos y pueden
modificar la accion de la insulina de forma paracrina en el tejido adiposo o de forma
endocrina a nivel de otros tejidos, como el higado, musculo esquelético o hueso (Sopasakis,
2004). (Figura 6).
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Figura 6. Resistencia a la insulina (Mecanismo) (McGarry JD, 2002).
IRS-1: sustrato 1 del receptor de insulina, LCoA: acil-CoA de cadena larga, PI13K: fosfatidilinositol
3-cinasa, PDK: fos-fatidil-dependiente cinasa, PKB: proteina cinasa B, PKC: proteina cinasa C
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1.6 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzima presente en todas las
células, dado que limita el flujo de carbono a través de la via de las pentosas fosfato,
generando NADPH y pentosas fosfato. Su gen se localiza en el cromosoma X, tiene una

extension de 18 kb y contiene 13 exones.

La G6PD es la enzima limitante en la via de las pentosas fosfato, cataliza la
oxidacion de glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona con la produccion de equivalentes

reductores en forma de NADPH + H™.

Aunque la G6PD se expresa en todas las células, s6lo en higado, tejido adiposo,
pulmon y glandula mamaria, se regula su sintesis en respuesta a la dieta y hormonas, dentro
de las que se encuentran la insulina, 17-b-estradiol, dehidroepiandostenediona, adrenalina,
cortisona, que inducen la expresion del gen de la enzima (Kletzien RF, 1994). La ingesta de
acidos grasos inhibe su actividad. Por otra parte, los carbohidratos de la dieta incrementan
la sintesis de G6PD, en especial la glucosa, la magnitud del aumento depende de la
cantidad de los carbohidratos consumidos.

Por otra parte, los carbohidratos de la dieta incrementan la sintesis de G6PD, en
especial la glucosa, la magnitud del aumento depende de la cantidad de los carbohidratos
consumidos. En el caso de los glucocorticoides incrementan el mRNA de G6PD en
presencia o ausencia de insulina, mientras que la sintesis no se ve afectada. Esto indica que
el control traduccional puede activarse por insulina pero no por los glucocorticoides
(Kletzien, 1994).

Diversos estudios sobre el efecto de la reduccion de la actividad de G6PD en
diferentes tejidos, revelan que disminuye la supervivencia celular, induce estrés oxidativo,
incrementando la produccidn de especies reactivas y apoptosis (Diaz-Flores, 2006), (Zhang,
2010), (Filosa, 2003). Ademés de disminuir tanto la proliferacion como la secrecion de

insulina (Xu, 2005). Aunque también existen estudios que sustentan la deficiencia de G6PD
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como una ventaja para aquellos que padecen malaria, ya que favorece un ambiente adverso
para el desarrollo del parésito, con la desventaja de incrementar la susceptibilidad a
oxidantes como alimentos, farmacos y quimicos (Wajcman, 2004).

Por otro lado, en algunos tejidos el incremento en la actividad de G6PD se ha
asociado a disfuncion endotelial y vascular en diabetes. Ademas, trabajos realizados en
tejido adiposo y adipocitos, indican que el incremento en la actividad de G6PD altera la
homeostasis lipidica y favorece la resistencia a la insulina e inflamacion (Gupte, 2006),
(Park, 2006).

Contrario a esto, a pesar de que diversas sefiales y eventos metabélicos pueden ser
importantes en regular la muerte celular, el estado redox, en particular, se ha demostrado
que tiene un papel critico. Destacando la intervencién de la G6PD en la muerte celular
inducida por H,O,, durante la cual ocurre el decremento de la G6PD y la produccién de
ERO, la sobre-actividad de la G6PD hace que las células sean resistentes al H,0,. De igual
manera, el inhibir a la deshidrogenasa lleva a la muerte celular programada y a su
degradacion. Durante la inhibicion de la G6PD se originan cambios en la fosforilacion de
las MAPK similares a los vistos con H,O,. Por lo tanto, la G6PD tiene un papel critico en
la muerte celular al modificar el potencial redox (Tian, 1999).

En tejido adiposo, la G6PD tiene una funcién importante al proveer NADPH, el cual
es requerido durante la lipogénesis. En tejido adiposo de diferentes modelos de obesidad, la
actividad de G6PD aumenta significativamente.

En la obesidad, los adipocitos presentan un aumento en la actividad de la G6PD, asi
como en la relacion de NADPH/NADP™ estimulando los genes marcadores de adipocitos,
el aumento de acidos grasos libres, de TAG vy la liberacion de &cidos grasos en el medio
(Park, 2005).

La sobre-actividad de G6PDH exacerba el estrés oxidativo y las sefales

inflamatorias, lo que permite el reclutamiento e infiltracion de macrdfagos en dicho tejido
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(Park, 2007).El paciente con deficiencia de la enzima, presenta un decremento en la
velocidad lipogénica y en las concentraciones de lipoproteinas, de aqui la importancia de la
G6PD en la sintesis de acidos grasos (Dessi, 1986), (Dessi, 1992).

El hecho de que la sobre-actividad de la G6PD en adipocitos se asocie con obesidad,
resistencia a la insulina, estrés oxidativo inflamacion, y la posibilidad de reducir su
actividad la ubica como blanco para frenar la obesidad y los desordenes metabolicos
asociados. Un estudio previo informo que la dehidroepiandostenediona, inhibidor de la
G6PD, interfiere con la adipogénesis al reducir la relacion NADPH/NADP® (Gordon,
1986).

1.6.1 Importancia de la Relaciéon NAD (P)/NAD (P)H en la Obesidad

La obesidad genera estrés oxidativo celular, el cual conduce a alteraciones del
estado redox intracelular. En este contexto se ubica el incremento en las formas reducidas
sobre las oxidadas de los nucledtidos de nicotinamida: NADH + H*/NAD" y NADPH +
H'/NADP*. Debido a que enzimas y factores transcripcionales relacionados con la
patogénesis de los desdrdenes metabdlicos vinculados con la obesidad son dependientes de
las concentraciones de NAD (P)+/NAD (P) H + H*. A nivel enzimético se cuenta con la

actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS) y la NADPH oxidasa en vias pro oxidantes.

Ademas la relacion NAD (P)+/NAD (P) H + H” refleja el estado metabolico y redox
de la célula, siendo utilizados por las enzimas de la glicdlisis, via de pentosas fosfato,
fosforilacion oxidativa, sintesis de ATP, sintesis de acidos grasos, entre otros. Por lo que
NAD (P)+/NAD (P) H + H" se han establecido como moléculas importantes involucradas

en la sefializacion fisiologica y patofisiologica, asi como en vias de muerte celular.

Las enzimas encargadas de la reduccion de NADP* a NADPH + H* son la G6PD, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), enzima malica (ME), isocitrato deshidrogenasa
(IDH) y hexosa-6-fosfato deshidrogenasa (H6PD). De este grupo de enzimas la G6PD es la
principal productora de NADPH + H*, ademas de ser la enzima limitante de la via de las

pentosas fosfato.
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La G6PD desempefia una funcion clave en el mantenimiento del potencial redox y
la supervivencia celular mediante la produccion de NADPH + H* y pentosas fosfato (Tian,
1999). El efecto de la produccion de NADPH + H* sobre la célula es especifico para las
condiciones de cada tejido. Los efectos nocivos de la sobreexpresion de G6PD se
encuentran relacionados con la produccion de NADPH + H™.

En ratones obesos la G6PD se expresa principalmente en tejido adiposo (Park,
2005). Entre el 50 y 70% del NADPH + H™ utilizado en la biosintesis de acidos grasos y
colesterol es aportado por la G6PD, por lo que la sobreproduccion de la coenzima puede
ocasionar incremento en la lipogénesis, generando hiperlipidemia en la obesidad (Amir-
Ahmady, 2001).

1.7 Isocitrato deshidrogenasa

La enzima Isocitrato deshidrogenasa (IDH) es wuna enzima importante del
metabolismo de los carbohidratos participante en elciclo de Krebs que cataliza la
descarboxilacion oxidativa del isocitrato en 2-oxoglutarato. La IDH es dependiente del

NAD* o NADP*. En los eucariotas existen al menos tres isozimas de la IDH.

1.71 IDH1

La IDH1 cataliza las reacciones de descarboxilacion oxidativa del isocitrato y del
oxalosuccinato utilizando exclusivamente NADP® como aceptor de electrones. El

oxalosuccinato es uno de los intermedios de reaccién del isocitrato.

Isocitrato + NADP" = 2-oxoglutarato + CO, + NADPH
Oxalosuccinato + NADP* = 2-oxoglutarato + CO, + NADPH

La proteina humana tiene una longitud de 414 aminoacidosy se presenta en
homodimeros que necesitan por cada uno la unién de un cation magnesio 0 manganeso. Su

localizacion celular es el citoplasma o el peroxisoma.
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1.7.2 IDH 2

La IDH 2 es la variante mitocondrial de la IDH 1. Cataliza las reacciones de
descarboxilacion oxidativa del isocitrato y del oxalosuccinato utilizando también
exclusivamente NADP* como aceptor de electrones. La proteina humana tiene una longitud
de 452 aminodcidos y se presenta en homodimeros que necesitan por cada uno la unién de

un cation magnesio 0 manganeso.

Participa en el metabolismo intermedio y en la produccion de energia estando

estrechamente asociada o interaccionando con el complejo piruvato deshidrogenasa.
1.7.3 IDH 3

La IDH 3 solamente cataliza la reaccion de descarboxilacion oxidativa del isocitrato
utilizando exclusivamente NAD* como aceptor de electrones.

Isocitrato + NAD" = 2-oxoglutarato + CO, + NADH

Su localizacion celular es la mitocondria y se presenta en heteroligémeros de las
subunidades alfa, beta y gamma en un ratio 2:1:1. Cada heteroligdbmero necesita de la union

de un cation magnesio o manganeso. La IDH 3 se regula alostéricamente.

El cambio de energia libre para la reaccion catalizada por la IDH es de -8,4 k/gmol,
por tanto se puede considerar una reaccion irreversible con lo que debe ser regulada
cuidadosamente para evitar un consumo excesivo de isocitrato y una acumulacion de 2-
oxoglutarato. La reaccion es estimulada por el mecanismo simple de disponibilidad
de sustrato (isocitrato, NAD (P)*, Mg*?/ Mn*?), inhibida por producto (2-oxoglutarato y
NAD (P) H) e inhibida por ATP por inhibicion competitiva feedback.
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1.8 Nicotinamida

La amida del acido nicotinico es la nicotinamida o niacinamida; pertenece al grupo
de vitaminas hidrosolubles del complejo B, siendo conocida como vitamina B3 (Kolb y
Burkart, 1999). La figura 7 muestra la estructura de la nicotinamida (NAM) que consiste

de un anillo de piridina con un grupo amida en la posicion tres.

Las fuentes dietéticas de NAM mas importantes son carnes, cereales, legumbres,
semillas, leche, vegetales verdes y pescado, y la dosis diaria recomendada en adultos es de
20 mg (0.2 mmol), su deficiencia da lugar a la enfermedad pelagra, caracterizada por

dermatitis, diarrea y demencia (Knip, 2000).

\ Figura 7. Estructura de la
NH , nicotinamida. Consiste de un grupo
amida unido a la posicion 3 de un
/ anillo de piridina. (es.wikipedia.org)
N

La importancia bioldgica de la nicotinamida reside en ser precursora de los
nucledtidos de nicotinamida: NAD (P)" y NAD (P) H, ademas del triptofano y del acido

nicotinico.

La actividad biolégica de la NAM es muy variada, incluyendo su accion
antioxidante, inmunoreguladora, antiapoptética y anticancerigena. Se ha utilizado a altas
dosis farmacoldgicas sin presentar citotoxicidad, efectos teratogénicos u oncogénicos su
efecto farmacoldgico depende de la concentracion empleada. En distintos modelos de
diabetes tipo 1, se ha comprobado que la NAM evita la destruccion de las células P,
disminuye la produccion de citocinasproinflamatorias y la actividad de la 6xido nitrico

sintasa inducible.
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La accion protectora de la NAM se atribuye a la inhibicion de poli-ADP-ribosil
polimerasa (PARP) o de la formacion del 6xido nitrico, los cuales ocasionan muerte de la
célula B. Como precursora de NAD+ indirectamente activa a la AMPK, via sirtuinas, y en
consecuencia inhibe proteinas involucradas en el metabolismo lipidico, como son la lipasa
sensible a hormonas, la acetil-CoA carboxilasa y la acido graso sintasa. En cardiomiocitos
la NAM incrementa la concentracion de NAD+, ATP y enzimas antioxidantes, y al mismo
tiempo disminuye la necrosis y las especies reactivas de oxigeno (ERO). En ratén con DM2
y una dieta alta en grasa, la nicotinamida mononucleétido (intermediario en la sintesis de
NAD+ a partir de NAM), indujo el aumento de la poza de NAD+, mejorando la
sensibilidad a insulina al disminuir la expresion de genes relacionados con estrés oxidativo,

respuesta inflamatoria y actividad de sirtuinas.

Sobre esta base evaluamos si la NAM al disminuir la actividad de G6PD modifica el
balance redox y la acumulacion de lipidos, donde la actividad se encuentra incrementada.
Ademas evaluar el mecanismo de accion de NAM sobre G6PD.

La funcion del NAD (P)* y del NAD (P) H en el metabolismo radica en ser las
coenzimas requeridas para una gran variedad de enzimas que catalizan reacciones de
oxidacion-reduccion. NAD" y NADP™ son aceptores de electrones durante la eliminacion
enzimatica de atomos de hidrogeno procedentes de sustratos especificos. Un atomo de
hidrogeno del sustrato se transfiere en forma de i6n hidruro a la region de la nicotinamida
de las formas oxidadas de NAD" y NADP", resultando las coenzimas reducidas NADH y
NADPH, respectivamente. Las coenzimas NAD*/NADH y NADP*/NADPH, son pares de
los nucledtidos de nicotinamida y su proporcion y efecto biolégico es determinado por el

estado redox de la célula.

Las enzimas dependientes del par NAD*/NADH acttian preferentemente en vias
catabdlicas; mientras las que acttian en rutas anabolicas utilizan el par NADP*/NADPH.

Dicho de otra manera, las enzimas que oxidan (deshidrogenasas) sustratos utilizan
NAD®, mientras las que reducen (reductasas) emplean generalmente NADPH. Una

excepcion son la G6PDH vy la 6 fosfo gluconato deshidrogenasa, enzimas de la via de las

32



Efecto de alto consumo de bebidas glucosadas sobre la actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y
marcadores de estrés en adipocito de rata: intervencién con nicotinamida

pentosas fosfato, que convierten el NADP* en NADPH y constituye la principal ruta de

sintesis del nucleotido reducido.

La nicotinamida ha sido objeto de numerosos estudios, se mencionan varios de
ellos, utilizando distintos modelos; aunque debido a la trascendencia, varios de ellos se
comentan a continuacion: en célula B-pancreética tanto en aisladas como en el paciente
diabético, se evaluo el efecto en la sobrevivencia y funcion, encontrando que la NAM
inhibe la apoptosis, permitiendo asi la produccion de insulina (Polo y Pontiroli, 1998). En
diabetes experimental, se ha observado que previene el dafio de la célula B pancreatica (Hu,
1996) y lo més importante es que frena o detiene la insulinitis asociada con la enfermedad
(Yamaday Tarui, 1982).

El 4cido nicotinico ha sido empleado durante varios afios para el tratamiento de
pacientes con problemas en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas, los cuales
representan la principal causa de enfermedades cardiovasculares. Esto es por su propiedad
para incrementar el contenido de colesterol HDL acompafiada por un decremento en las

lipoproteinas aterogénicas (VLDL, LDL) al igual que los AG y TAG.

El &cido nicotinico también incrementa los niveles de adiponectina, lo cual puede
resultar como atero proteccién adicional. EI mecanismo molecular de proteccién de la
nicotinamida se atribuye a que es un potente inhibidor de la poli (ADP)- ribosa polimerasa
(PARP), enzima asociada con la reparacion del ADN, diferenciacion celular y dafio celular.
Asi mismo, modula al calcio y puede mejorar el estado de energia e inhibir la muerta
celular en tejidos isquémicos. Considerando a la nicotinamida como inhibidor de PARP se
han empleado dosis altas de la vitamina afectando reacciones de ADP-ribosilacién en la
célula B asi como en la célula inmune y el endotelio. Como consecuencia, vias de muerte
celular y patron de expresion de genes son modificados para mejorar la sobrevivencia y el
balance inmuno regulador alterado (Kolb y Burkart, 1999). Otro mecanismo propuesto es
reducir el estrés oxidativo en pancreas al contribuir en incrementar la poza de NAD"
(Kishore, 2008).
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1.8.1 Nicotinamida y diabetes

En sujetos con diabetes tipo 1, la NAM se ha usado a dosis que van desde 200
mg/dia hasta 3.5 g/dia. La administracion de NAM combinada con el tratamiento con
insulina, reduce de manera significativa la hemoglobina glicosilada (Crino, 2005). En
pacientes con falla renal disminuye la absorcion de fosfato, previniendo el desarrollo de
hiperfosfatemia y de la disfuncion renal (Eto, 2005). Aunque en humanos no se ha
encontrado disminucion en la concentracion de glucosa sanguinea por efecto de la NAM,

ésta si puede mantener la funcion residual de las células p (Pozzilli, 1996).

En modelos animales con diabetes inducida la administracién de NAM disminuyen
la hiperglucemia (Hu, 1996). Esto debido a que tanto la NAM inhiben a PARP, al contrario
del acido nicotinico, evitando asi la destruccion de la célula B, siendo el tnico precursor de
NAD+. La célula B activa a la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), enzima encargada de
la reparacion del DNA y que utiliza NAD+ como sustrato, lo que lleva a agotar el NAD+

de la célula, disminuyendo el ATP y finalmente a la muerte celular.

1.8.2 Mecanismo de accion de la nicotinamida

Hasta el momento no existe informacion sobre el uso de nicotinamida para
disminuir la actividad de la G6PD, por tal motivo no se ha elucidado un mecanismo posible
de accion. Es sabido que la 6-aminonicotinamida, andloga de la NAM, mediante la NAD-
glicohidrolasa forma el complejo 6-amino-NADP+, impidiendo que la G6PD utilice a la
coenzima, sin embargo la NAM no lleva a cabo asi su inhibicién. Por otra parte se conoce
que la fosforilacion en residuos serina inhibe a la G6PD, esta fosforilacion puede ser
Ilevada a cabo por la proteina cinasa A (PKA). Ademas la NAM activa a la proteina cinasa
B (PKB) y posiblemente a la cinasa dependiente de AMP (AMPK) (Xu, 2005), (Chong,
2004), (Hoane, 2008).

Para que la NAM ejerza algun efecto en la célula, primero ingresa a través de los

mismo receptores del &cido nicotinico, una vez que la NAM ingresa, puede ser
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transformada a NAD" o en sus metabolitos de desecho, siendo NAD" capaz de aumentar la
actividad de AMPK mediante la activacion de SIRT3 (Pillai, 2009).

Cualquier estres metabolico que inhiba la produccion de ATP o que acelere su
consumo ocasionara un incremento de AMP/ATP, tal como el ejercicio o el ayuno. AMPK
actia como sensor de energia celular, debido a que es activada ante el aumento del AMP
(Towler y Hardie, 2008). Su activacion inhibe vias que consumen energia (lipogénesis) y

estimula aquellas que son productoras de energia (glicélisis, p-oxidacion).
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2. ANTECEDENTES

Segun un estudio realizado por el Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad
de Colorado, el exceso en el consumo de bebidas altas en glucosa aumenta el riesgo de
hipertension, aumento de la presion arterial que puede provocar todo tipo de problemas de
salud aumentando el riesgo de infarto, cardiopatias, derrame cerebral, sindrome
metabolico, obesidad, etc.

La obesidad representa un problema prioritario de salud publica que requiere
atencion inmediata, con la finalidad de minimizar las complicaciones tardias de la

enfermedad asi como los gastos que esta genera.

La proteccidn de la Nicotinamida restaura la deficiencia de insulina. Paralelo a esto,
también disminuir el estrés oxidativo involucrado con el dafio a tejidos. A la fecha se
cuenta con estudios que demuestran que el suplemento de Nicotinamida es util por tener
varios efectos benéficos en lo experimental y en el humano. La nicotinamida se ha asociado

con la prevencién de DM tipo2 y que tiene una funcion antioxidante.

Ademas de las evidencias mencionadas acerca de los efectos de la Nicotinamida es
probable que su administracion, ademas de provocar la actividad de la G6PD vy esto
contribuya de manera importante a su accién benéfica. La G6PD induciraa la produccion
de NADPH esencial para la actividad de enzimas antioxidantes y a su vez frenaria la

produccion de especies oxidantes.

La accion benéfica de la Nicotinamida se atribuye al incremento del GSH y de
NADPH + H*. La Nicotinamida conduce también a un aumento en la actividad de la
G6PDH y esto contribuye de manera importante, a su accion benéfica en los organismos;
ya que a la G6PDH favoreceria la reduccion de NADP™ y esto a su vez a la regeneracion de
GSH a través de la GR.
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De lo antes mencionado se puede proponer que la G6PD es parte de un mecanismo
de respuesta celular al estrés oxidativo. Ademas, esto sustenta la hipdtesis de que la enzima
es la que controla la potencia reductora intracelular (NADPH + H™) al elevar el contenido
intracelular de GSH y propiciar un ambiente reductor trayendo consigo la proteccion

celular contra el dafo oxidativo.

Ademas se ha demostrado que la accion protectora de la G6PD contra el estrés
oxidativo involucra la generacion de di nucleétidos de piridina reducidos, NADPH y
NADH a partir de NAD". La generacion de esos equivalentes reducidos depende de un
suministro adecuado de NAD". Los niveles de NAD" intracelular pueden ser efectivamente
incrementados por la adicion de precursores de NAD", acido nicotinico y nicotinamida.
Estudios anteriores sugieren que una terapia antioxidante, como la nicotinamida que se
propone con este trabajo, adjunto a una medida terapéutica para la diabetes puede ser

considerada como prevencion y ayuda a las complicaciones en la obesidad.

EI NAD" y el NADP", tienen una funcion vital en el metabolismo como coenzimas
para una amplia variedad de proteinas que catalizan reacciones de oxido-reduccién, estas
coenzimas, unidas a deshidrogenasas apropiadas, funcionan como oxidantes al aceptar
electrones e hidrégeno provenientes de sustratos y, asi, quedar reducidas. Los nucle6tidos
piridina reducidos (NADH y NADPH), a su vez, se re oxidan mediante las flavo proteinas.

El nivel de NAD®, que también es precursor de NADPH, en los tejidos es

principalmente regulado por la concentracion extracelular de nicotinamida.

La forma acida de la Nicotinamida ha sido empleada durante varios afios para el
tratamiento de pacientes con problemas en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas, que
representan una de las principales causas de enfermedades cardiovasculares. Esto es por sus
propiedades para incrementar el contenido de colesterol HDL acompafiada por un
decremento en las lipoproteinas aterogenicas VLDL, LDL al igual que los &cidos grasos y

triacilgliceridos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El exceso del consumo de alimentos y bebidas con alto contenido de glucosa
favorecen el aumento del tamafio y proliferacion del tejido adiposo, debido a un alteracion
de la relacion NADPH/NADP" ocasionando acumulacion de lipidos y estrés oxidativo. Las
fuentes principales en aportar NADPH son G6PD vy la isocitrato deshidrogenasa (IDH),
ambas inducidas por carbohidratos. En este contexto, la NAM por sus propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, inmunoreguladoras, citoprotectoras, regulador del flujo de
Ca*? e inhibidor del proceso de apoptosis pudiera ser un agente potencialmente atractivo
para procesos metabdlicos como lo puede ser la obesidad y el sindrome metabdlico. Con
estos argumentos decidimos determinar si la administracion de NAM al reducir las
actividades de G6PD y de IDH disminuye las alteraciones metabdlicas y estrés oxidativo.
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4. JUSTIFICACION

Los malos habitos de alimentacion, el exceso en el consumo de bebidas con alto
contenido de glucosa vy la vida sedentaria que caracteriza al estilo de vida actual son los
principales responsables de la alta incidencia de obesidad, resistencia a la insulina,

sindrome metabdlico y diabetes que afectan a la poblacion mexicana.

Aunque la obesidad es una condicion clinica individual se ha convertido en un serio
problema de salud pablica que va en aumento. La obesidad tiene gran relevancia en México
por lo que es de gran importancia para el sector salud por todo lo que conlleva, debido a

que es un factor para iniciar y exacerbar diversas enfermedades.

La obesidad forma parte del sindrome metabdlico siendo un factor de
riesgo conocido, es decir predispone, para varias enfermedades,
particularmente cardiovasculares, diabetes mellitus, apnea del suefio, ictus, osteoartritis, asi

como a algunas formas de cancer, padecimientos dermatoldgicos y gastrointestinales.

La observacion, aprendizaje y conocimiento de los mecanismos bioquimicos
asociados a la obesidad nos dara las bases para prevenir y evitar los factores asociados a
este desorden metabolico. EI aumento del estrés oxidativo esta asociado a esta patologia
ademas de un desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno con los sistemas

antioxidantes los cuales son regulados por la relacion intracelular de [NADPH]/ [NADP™].

Una de las funciones que realiza el NADPH es la de funcionar como cofactor para
la reduccién de GSSG a GSH, ya que el GSH es uno de las vias antioxidantes mas
importantes para la célula. No obstante de estas evidencias se desconoce en qué medida el
incremento alterado de NADPH en la via de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa repercute
sobre el ciclo de redox y la homeostasis del glutation en el adipocito. Lo anterior
acrecentaria el ambiente reductor, tanto por la relacion [NADPH]/ [NADP+] como en la
relacién [GSH]/ [GSSG].
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5. HIPOTESIS

Al suministrar nicotinamida decrece la actividad de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa inducida por alta glucosa, disminuyendo la acumulacion de lipidos y estrées

oxidativo en el tejido adiposo ademas de reducir la produccion de NADPH originando

cambios en la relacion [GSH]/ [GSSG].
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Evaluar los efectos producidos por el alto consumo de bebidas glucosadas en la
actividad de la Glucosa 6 Fosfato Deshidrogenasa y marcadores de estrés en el tejido

adiposo suplementados con nicotinamida.

6.2 Objetivos Particulares

Observar los efectos de la administracion de nicotinamida en sangre y tejido

adiposo, posteriores al suministro de glucosa.
Evaluar las modificaciones presentadas en el perfil bioquimico (glucosa,
triglicéridos, colesterol, HDL, LDL, TGO, TGP y AGL), ante el empleo de glucosa y

nicotinamida.

Analizar los cambios metabolicos (grado de lipoperoxidacién, Concentraciones y

relacién GSH - GSSG), en tejido adiposo provocados con la ingesta de glucosa.

Examinar las variaciones inducidas en la actividad de G6PD e IDH, tras la

administracion de la glucosa y nicotinamida.

Determinar si la utilizacion de nicotinamida puede ser empleada como alternativa

terapéutica para revertir el dafio ocasionado por la glucosa en dichos tejidos.
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7. MATERIAL Y METODOS

Los compuestos quimicos empleados fueron obtenidos de la compafia Sigma (St.
Louis, MO, USA). EI kit para la determinacion de acidos grasos libres fue obtenido de la

compafiia BioVision (Milpitas, USA).

7.1 Aspectos éticos de los animales

Los animales fueron mantenidos de acuerdo con las normas internacionales para el
cuidado y uso de animales de laboratorio con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO0O-
1999, revisada en 2014). Los animales fueron proporcionados por el Bioterio del Centro
Médico Nacional S. XXI, y mantenidos en cuartos con ventilacién adecuada que permitan
el recambio de aire, en condiciones controladas de temperatura (22.5 °C), humedad (50%)
y periodos de luz/oscuridad luz (12/12 hrs). Los animales estuvieron en jaulas de acrilico
con bordes redondeados y tapa de acero inoxidable, teniendo cuidado de que siempre
estuvieran limpias y secas. Para sus camas se utilizo viruta previamente esterilizada.
Tuvieron libre acceso a agua potable y alimento balanceado especial para roedores
(Formulab Chow 5008, Purina).

7.2 Disefio experimental

Veinte ratas macho Sprague Dawley con un peso de 250 + 5 g bajo condiciones de
temperatura controlada con un fotoperiodo de luz/obscuridad de 12 hrs, agua y alimento
(Purina ratchow) ad libitum fueron distribuidas al azar en 4 grupos de la siguiente manera:
1. control; 2. glucosa; 3. glucosa-NAM 5 mM; 4. glucosa-NAM 10 mm. El carbohidrato
fue administrado al 30% en el agua de beber por 90 dias; 30 dias iniciado el tratamiento
todas las mafianas (9 am) se retird los bebedero por 5 h para administrar la nicotinamida
(NAM)10 mM en el agua de beber finalizado este tiempo se reinicid el tratamiento con los
carbohidratos, ambos tratamientos ad libitum. Aquellos animales con marcadores de dafio

renal alterados (TGO y TGP), asi como valores altos de triglicéridos, colesterol total vy
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concentraciones bajas de lipoproteinas de alta densidad (HDL) fueron seleccionados para

el estudio.

7.3 Obtencion de muestras sanguineas y tejidos

Finalizados los tratamientos, los animales fueron pesados y sacrificados bajo
anestesia (Ketamina 25 mg/kg), para la obtencion de sangre total. Posteriormente, se
perfundieron con solucion salina al 0.9 % a través de la aorta abdominal para eliminar
restos de sangre. Se extrajeron fragmentos de adipocitos de epididimo para determinar la
actividad de la G6PD y marcadores de estres (TBARS, GSH y GSSG).

7.4 Perfil bioquimico y funcidn hepética

El perfil bioquimico fue determinado por métodos de laboratorio clinico de rutina,
entre ellos glucosa, TG, CT, lipoproteinas de alta (HDL) y baja densidad (LDL). Ademas
de las actividades de TGO y TGP utilizando el equipo ILab 350 equipos (Instrumentation
Laboratory SpA, Barcelona, Espafia).

7.5 Actividad especifica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Homogeneizados de adipocitos de epididimo al 10 % (p/v) en PBS 0.1M, pH 7.5
fueron centrifugados a 15 000 g a 4 °C durante 30 min en una centrifuga BECKMAN
Avanti™. La actividad se determind en los sobrenadantes mediante la produccién de
NADPH (Rudack et al., 1971) en un espectrofotometro Perkin ElImer (Lambda 25) a una
longitud de onda de 340 nm. La determinacion de proteinas se realizé por el método de
Bradford (1976) en el sobrenadante del homogenizado de tejido adiposo. La actividad

especifica se expresa como unidad de enzima por mg de proteina.
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7.6 Actividad especifica de la isocitrato deshidrogenasa

Se prepararon homogenizados de tejido adiposo al 10% (p/v) en un amortiguador de
PBS 0.1M, pH 7.5. Posteriormente fue centrifugado a 15 000 rpm a 4 °C durante 20
minutos. En los sobrenadantes se analizara la actividad de IDH por la produccién de
NADPH en un espectrofotometro Perkin Elmer (Lambda 25) a una longitud de onda de 340
nm cada minuto durante 10 minutos. La determinacion de proteinas se realizé en el
sobrenadante del homogenizado del tejido adiposo por el método de Bradford (1976) se
determind mediante el cambio que produce en la absorbancia dado por la produccion de
NADPH +H ™.

7.7 Determinacion de lipoperoxidacion

El fundamento del método se basa en la reaccién producida entre el TBA vy el
producto de lipoperoxidacion, malondialdehido, lo que origina TBARS los cuales son
medibles mediante espectrofotometria a 595 nm. La cuantificacion de MDA se basa en la
reaccion producida entre el &cido tiobarbiturico (TBA) y el producto de lipoperoxidacion,
malondialdehido, lo que origina especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) los
cuales son medibles mediante un espectrofotémetro de luz visible a 535 nm. La
determinacion de MDA se realizo en una alicuota del lisado celular, la cual fue incubada
con &cido tiobarbitarico (TBA) 0.11 M y &cido acético 0.2 M a 95°C durante 60 min,
finalmente se adiciond butanol y se centrifug6 a 1200 rpm durante 10 min. Finalmente se

toma una alicuota del sobrenadante y se lee a una longitud de onda de 535 nm.

7.8 Determinacion de GSH y GSSG

La cuantificacion de GSH se basa en la reaccion producida entre el reactivo de
Ellman (DTNB) y los grupos sulfihrilo (-SH) presentes en el GSH, el cual origina un color
amarillo claro en las muestras, que es medible mediante un espectrofotometro de luz visible

a una longitud de onda de 412 nm. Para la determinacion de GSH se realiza un tratamiento
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previo en una alicuota de 100 pL. de homogeneizado total, al cual se le afiade 200 pL de de
acido metafosfdrico al 5% se mezcla vigorosamente y se centrifuga a 15 000 rpm a 4 °C
durante 20 minutos. Una alicuota (200 pL) del sobrenadante se agrega 700 pL de
amortiguador de KH3PO,4, 50 uL de DTNB preparado fresco e hidratado con metanol y
finalmente 2 mL de amortiguador de KH3POy,

La reaccion se deja reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente, las
absorbancias se registran en un espectrofotometro de luz visible a una longitud de onda de
410 nm. En el caso de GSSG se prepararan homogeneizados de tejido adiposo al 10 % (p/v)
en un amortiguador de PBS 0.1 M, pH 7.5. Alicuotas de los sobrenadantes seran tratados
con 1-metil-2-trifluorometanosulfonato vinylpiridiniuml (M;VP) 10 mM y almacenados a
— 70°C hasta su uso. La determinacion se realizara mediante un método enzimatico (Tietze,
1969). El cual emplea M,VP, reactivo que secuestra grupos tioles sin interferir con la
enzima glutation reductasa (GR) presente en el ensayo. GSSG es determinado por la
reduccion a GSH, que a su vez es cuantificado con el reactivo de Ellman (5-5"-ditiobis (2-
nitro cido benzoico), DTNB).

La reduccién es catalizada por la GR en presencia de NADPH a 412 nm. El ensayo
utiliza el cambio en el desarrollo de color durante la reaccion, la velocidad de reaccién es

proporcional a las concentraciones de GSH y GSSG.

7.9 Determinacion de acidos grasos

Las concentraciones de &cidos grasos libres fueron medidas en suero utilizando el
kit ~ para la cuantificacion de acidos grasos libres (BioVision, Milpitas, USA)
respectivamente, de acuerdo al protocolo de los fabricantes. Se midi6 la absorbancia a 570
nm usando un lector de microplacas de 96 pocillos de la marca Multiscan Labsystems EX
(Helsinki, Finlandia).
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7.10 Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + . La evaluacién estadistica se
realizd a traves del analisis de varianza (ANOVA). Los parametros que con esta prueba
resultaran ser significativamente diferentes se les aplicaran la prueba de Tukey-Kramer.
Ademas se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Una P <0.05
fue considerada significativa.

46



Efecto de alto consumo de bebidas glucosadas sobre la actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y
marcadores de estrés en adipocito de rata: intervencién con nicotinamida

8. RESULTADOS

8.1 Perfil bioquimico en suero de rata

El consumo de glucosa 30 % en el agua de beber por 90 dias incremento
significativamente el peso corporal (60 %), concentracion de glucosa (104%), triglicéridos
(317%), AGL (139 %) y MDA (353%). Ademas de incrementarlas actividades de TGO y
TGP (11.44 y 51.69 %, respectivamente) disminuy0 HDL (28%).Todos estos parametros
comparados con el control. Estas alteraciones metabdlicas fueron revertidas con el
tratamiento de nicotinamida a concentraciones 5 y10 mM. Los decrementos significativos
fueron observados en peso corporal (6.85 - 3.10%, respectivamente); concentraciones de
glucosa (18.51-21.86%, respectivamente), Triglicéridos (8.50 - 24.68%, respectivamente) y
AGL (67.77- 79.01 %, respectivamente). Ademas de las actividades de TGO (47.61 —
23.32%, respectivamente) y TGP (11.90 y 13.75%, respectivamente), y en las
concentraciones de MDA (67.7 - 64.7%, respectivamente) todos comparados con el grupo

glucosa.
Tabla 6. Perfil Bioquimico.
Control Glucosa Glucosa + NAM  Glucosa + NAM 10
5mM mM
Ganancia de peso (g). 172.33 2770 258° 268.4°
Glucosa (mg/ dL). 112.5+9.19 229.5 + 2,122 187 + 43.30° 179.33 + 20.79°
Triglicéridos (mg/ dL). 38.5+0.70 160.66 + 18.772 147 £ 45.21° 121 +29.81°
Colesterol (mg/ dL). 64 + 4.58 72.5+12.87 73+6.92 54.75 + 0.95
HDL (mg/dL). 39.66 + 2.08 28.5+ 2512 37.33+£152° 24.4 +1.94°
LDL (mg/dL). 24.33+3.51 23.66 + 4.50 17+2 17+ 1
TGO (U/L). 116.06 +11.86  129.34 + 12.30? 67.75 + 2.16° 99.17 + 12.98°
TGP (U/L). 33.6 £ 4.47 50.97 + 4.932 449 +3.01° 43.97 +7.01°
AGL (nmol). 11.58 +6.92 27.68 + 1.48? 8.92 + 6.36" 5.81 +0.28°
TBARS (nM). 7.78 £ 0.92 35.28 + 0.70? 11.37 0.5 12.42 + 3.14°

Representa la mediay desviacion estandar. Lote de 5 animales por grupo.
a: comparado con el grupo control; b: comparado con el grupo de glucosa; ¢: comparado con el
grupo de glucosa. Estas determinaciones fueron medidas en suero.
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8.2 Grado de lipoperoxidacién en tejido adiposo de rata

La concentracion de malondialdehido, marcador de lipoperoxidacion, en tejido
adiposo mostro un incremento del 80 % con respecto al grupo control. Un efecto opuesto y
significativo se presentd al suministrar nicotinamida a las concentraciones 5 y 10 mM
(decrementos del 17.85 y 33.92 %, respectivamente) en comparacion con el grupo de

glucosa (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion de malondialdehido en tejido adiposo.
Las barras representan la media y desviacion estdndar de 5 animales por grupo. a: P < 0.05
comparado con el grupo control; b: P < 0.05 comparado con el grupo de glucosa; ¢: P < 0.05
comparado con el grupo de glucosa. Las concentraciones se expresan en mM.
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8.3 Actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en tejido adiposo de
rata

La administracion de glucosa al 30 % en el agua de beber durante 90 dias
incrementd marcadamente la actividad de G6PD en tejido adiposo de rata (103 %) con
respecto al grupo control. Este incremento fue revertido por la administracion de
nicotinamida tanto a la concentracion de 5 como 10 mM (22.64 y 41.50 %,

respectivamente) (Figura 9).
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Figura 9. Actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en tejido adiposo.
Las barras representan la media y desviacién estandar de 5 animales por grupo. a: P < 0.05
comparado con el grupo control; b: P < 0.05 comparado con el grupo de glucosa; c: P < 0.05
comparado con el grupo de glucosa. La actividad de G6PD se expresa en unidades por mg de
proteinas.
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8.4 Actividad de la isocitrato deshidrogenasa en tejido adiposo de rata

Un comportamiento similar a la G6PD mostré la IDH en el tejido adiposo. La
administracion de glucosa al 30% incremento significativamente la actividad de la IDH
(118%) con respecto al grupo control. Una respuesta inversa se observo con el suplemento
de nicotinamida a las dosis empleadas 5 y 10 mM (23 y 38.98 %, respectivamente con

respecto al grupo de glucosa (Figura. 10).
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Figura 10. Actividad de la isocitrato deshidrogenasa en tejido adiposo.
Las barras representan la media y desviacion estandar de 5 animales por grupo. a: P < 0.05
comparado con el grupo control; b: P < 0.05 comparado con el grupo de glucosa; c: P < 0.05
comparado con el grupo de glucosa. Las concentraciones se expresan en unidades por mg de
proteinas
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8.5 Concentracion de glutatiéon reducido en tejido adiposo de rata

Un decremento significativo en la concentracion de GSH (54 %) se presentd en
tejido adiposo con respecto al control. Esta caida en la concentracion de GSH fue
simultanea con los incrementos observados en las actividades de G6PD y de la IDH
inducido por la administracién de glucosa al 30%. El suplemento de nicotinamida
incremento las concentraciones de GSH a las dosis empleadas 5 y 10 mM (36 y 80 %,
respectivamente) cuando se comparé con el grupo de glucosa. Estos aumentos se

presentaron cuando las actividades de G6PD y la IDH disminuyeron (Figura 11).
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Figura 11. Concentracion de GSH en tejido adiposo.
Las barras representan la media y desviacion estandar de 5 animales por grupo. a: P < 0.05
comparado con el grupo control; b: P < 0.05 comparado con el grupo de glucosa; ¢: P < 0.05
comparado con el grupo de glucosa. Las concentraciones se expresan en UM.
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8.6 Concentracion de glutatién oxidado en tejido adiposo de rata

Un efecto opuesto en la concentracion de GSSG se observé con respecto al GSH.
Mientras GSH disminuy0 la concentracién de GSSG increment6 significativamente (180
%) en el grupo de glucosa con respecto al grupo control. Este incremento fue abatido con el
suplemento de nicotinamida a las dosis empleadas 5 y 10 mM (28.57 y 51.78 %,
respectivamente) cuando se compara con el grupo de glucosa. El decremento de GSSG fue
simultaneo con los incrementos de GSH (Figura 12).
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Figura 12. Concentracion de GSSG en tejido adiposo.
Las barras representan la media y desviacion estandar de 5 animales por grupo. a: P < 0.05
comparado con el grupo control; b: P < 0.05 comparado con el grupo de glucosa; c: P < 0.05
comparado con el grupo de glucosa). La concentracion de GSSG se expresa en JM.
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8.7 Relacion GSH/GSSG en tejido adiposo de rata

La relacion GSH/GSSG en el tejido adiposo mostré un decremento del 84 % con
respecto al grupo control; lo cual fue consistente con el decremento de GSH y el aumento
de GSSG. Paralelo a esto el suplemento de nicotinamida incrementd las relaciones
GSH/GSSG a las dosis 5y 10 mM (211 y 411 %, respectivamente) comparado con el grupo
glucosa. Los incrementos inducidos por nicotinamida fueron reflejo del aumento de GSH

junto con el decremento de GSSG (Figura.13).
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Figura 13. Relacién de GSH/GSSG en tejido adiposo.
Las barras representan la media y desviacion estandar de 5 animales por grupo. a: P < 0.05
comparado con el grupo control. b: P < 0.05 comparado con el grupo de glucosa. c: P < 0.05
comparado con el grupo de glucosa.
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9. DISCUSION

Con la finalidad de evaluar las propiedades anti-lipogénicas y anti-oxidantes de la
vitamina hidrosoluble B3 o nicotinamida; el presente estudio desarroll6 un modelo de
obesidad en ratas macho inducida con glucosa al 30 % en el agua de beber. Las evidencias
significativas que arrojo el estudio fueron que el consumo crénico de glucosa provoca un
desequilibrio metabdlico y celular reflejado en ganancia significativa de peso corporal,
aumento en la concentracion de glucosa, triacilgliceroles, AGL; alteracion de la funcién
hepatica (TGO y TGP), marcadores de estrés (GSSG y MDA), asi como en la actividad de
G6PD. Ademés de un decremento en HDL y de GSH. Todas estas alteraciones fueron
abatidas con la administracion de NAM a las diferentes dosis empleadas.

Las investigaciones orientadas en explicar el efecto de los AGL sobre el fendmeno de
resistencia a la insulina han demostrado que la disponibilidad de AGL circulantes interfiere
con la sefal de la insulina y la captacion de glucosa por el masculo; debido a la formacién
de metabolitos tipo, acil-graso CoA o di-acil-glicerol. El incremento de estos intermediarios
pueden estimular la fosforilacion de la serina del sustrato del receptor a la insulina (IRS-1)
y posiblemente del IRS-2, via activacion de la proteina cinasa C (Yu C, 2002), (Itani,
2002). Alterno a esto la fosforilacion del inhibidor de kB cinasa (IKKP) conduce a su
degradacidn y a la translocacién del factor nuclear kB (NF-45) al nicleo, siendo importante
en el desarrollo de resistencia a la insulina estimulada por acidos grasos. Con esta
apreciacion, la ganancia de peso y el incremento de AGL circulantes en el grupo con
glucosa evidencian el desarrollo de resistencia a la insulina. Lo cual justifica el incremento
de glucosa sanguinea en el grupo con glucosa; similar a estos resultados fueron observado

en ratas alimentadas con una dieta alta en fructosa (Alini Schultz, 2013).

El aumento intracelular de &cidos grasos en los hepatocitos via lipolisis / lipogénesis
induce la actividad del citocromo P450 y enzimas pro-oxidantes (NADPH oxidasa y oxido
nitrico sintasa) generando 4-hidroxi-nonenal y malonaldehido (MDA), ambos productos de
la peroxidacion de lipidos y altamente tdxicos. Lo que altera el citoesqueleto del hepatocito

perdiendo su forma cuboidal, adquiriendo forma balonoide. Por otra parte, también la
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presencia de agregados intracelulares amorfos que constituyen los cuerpos hialinos o de
Mallory contribuye a la deformacion hepatica. Estas alteraciones lo hacen permeable, y
permite la salida de biomoléculas explicando el porqué de los incrementos observados de
TGO, TGP y MDA séricos en el grupo con glucosa. Ademas, la produccién y secrecion de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) esta incrementada generando hiper
trigliceridemia, concentraciones bajas de HDL e incremento de LDL. La fuente que
abastece cronicamente las concentraciones de acidos grasos es el tejido adiposo, el cual

contribuye al contenido de triacilgliceroles hepaticos (Donelly KL, 2005).

Cuando excede el consumo de carbohidratos en relacion al requerimiento caldrico y la
capacidad para almacenarlo en forma de glucogeno, el exceso es utilizado como sustrato
para la sintesis de &cidos grasos e incorporados en triacilgliceroles y almacenados
posteriormente en el tejido adiposo (Hudgins L, 1996).Si bien el tejido hepatico es el sitio
principal de sintesis de acidos grasos de novo a partir de carbohidratos; la via lipogénica
también estd presente en tejido adiposo. En este contexto, el grupo que consumié glucosa
al 30% de manera cronica incrementé marcadamente las actividades de G6PD vy de la IDH,
resultados consistentes con lo previamente demostrado (Salati y Amir-Ahmady, 2001),
(Lin, 2005), (Park, 2005) Si bien las dos enzimas suministran NADPH, la de mayor aporte
es la G6PD (Dessi, 1992), (Muntoni, 1992), (Koh, 2004).Esta respuesta se observa s6lo en
tejidos lipogénicos, como es higado (Gupte, 2009) y tejido adiposo, a causa del exceso de
glucosa. Opuesto a esto, en células epiteliales la alta glucosa decrece la actividad de la
G6PD asociada con muerte celular (Zhang, 2012). En cardiomiocitos el decremento de

G6PD incrementa el estrés oxidativo promoviendo la falla cardiaca.

El mecanismo que media los incrementos de G6PD y de IDH en respuesta a la ingesta
crénica de glucosa es a través de aumentar la secrecion de insulina, que a su vez promueve
la activacion transcripcional de factores lipogénicos como el Receptor X-hepético (LXR) y
la proteina de union al elemento de respuesta a esteroles (SREBP-1c) (Fauveau, 2004).
Evidencias tempranas demostraron que LXR aumenta los mRNA que codifican para
SREBP-1c y para la proteina de unién al elemento de respuesta de carbohidratos (ChREBP)

(Robinson, 2006). Alterno a esto, el aumento del flujo de glucosa en el hepatocito hepatica
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generaxilulosa-5-fosfato, via pentosas fosfato; que a su vez activa enzimas tipo fosfatasas
activando al ChREBP al ser desfosforilado (Tsatsos NG, 2006). Juntos SREBP-1c, LXR y
ChREBP inducen la transcripcion de genes lipogénicos y glucoliticos. ElI gen de G6PD
tiene sitios de respuesta para hormonas y nutrientes, asi como para SREPB y ChREBP
forma parte del grupo de genes lipogénicos.

El incremento de G6PD coincidié con los decrementos de GSH y de la relacion
GSH/GSSG. El sistema del glutation es el principal mecanismo intracelular antioxidante,
que depende de la concentracion de GSH, de la relacion GSH/GSSG vy del potencial redox
del GSH. Todos ellos regulados por la sintesis de novo del glutatién y del ciclo redox del
glutation en el que paticipan la glutation peroxidasa (GPx) y la glutatién reductasa (GR). La
funcion del ciclo redox del glutation es eliminar hidroperédxidos y finales de la peroxidacion
de lipidos, conocidos como lipoperdxidos, ademas de regenerar el GSH. En este ciclo, la
accion coordinada de la GPx y la glutatién reductasa GR conduce primero a una reduccion
de hidroperdxidos a expensas de la oxidacion de GSH para formar GSSG, posteriormente
GSSG es transformado a GSH mediante la reaccién catalizada por GR, ambas enzimas
requieren de NADPH. Lo anterior indica que el aporte de NADPH producido por la G6PD
fue consumido preferentemente para la sintesis de acidos grasos; y la caida del pool de
GSH en tejido adiposo obedece a una mayor utilizacion de GSH para contrarrestar el
aumento de especies reactivas de oxigeno, y la falla en la eficiencia de la via redox del
glutation para mantener su forma reducida a falta de NADPH.

Los tratamientos con nicotinamida a las diferentes dosis abatieron las alteraciones
metabdlicas y celulares generadas por la glucosa al 30% administrada de forma crénica. La
nicotinamida al decrecer la actividad de la G6PD también disminuy6 la produccion de
NADPH, coenzima necesaria para la NADPH oxidasa y la éxido nitrico sintasa, asi como
para la lipogénesis de novo. A finales de los 1980 se demostré el efecto inhibitorio de la
nicotinamida sobre la G6PD de manera dosis dependiente en preadipocitos y adipocitos
(Pyzhik, 1989), consistente con nuestras observaciones. Finalmente, la administracion de
nicotinamida decrecié la dislipidemia y la resistencia a la insulina, a través de modular la
actividad de G6PD.
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10. CONCLUSIONES

El elevado consumo de glucosa 30 mM generé cambios en el organismo lo cual
modificd el perfil bioquimico, marcadores de estrés y la relacion entre [GSH]/ [GSSG].

Ademas de incrementar las actividades de G6PD y de IDH.

Todas estas alteraciones fueron corregidas significativamente por la administracion
de nicotinamida la cual regul6 la actividad de G6PD modificé la acumulacion de lipidos y
el estrés oxidativo como también la regulacion de la relacion total de glutation [GSH]/
[GSSG].

Los resultados de este trabajo nos hacen pensar en la nicotinamida como una
alternativa terapéutica a mediano plazo, ya que previene notablemente los efectos causados
por la ingesta de glucosa en animales de experimentacion y hasta hoy no ha demostrado ser

toxica.
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11.1. Equipos

11. ANEXO
Balanza Harvard Trip 2 Kg -5 Ib.
Ohaus
N0.19805.

Bloque multi -temperatura.

Voltaje: 115 V, Frecuencia: 50 — 60 Hz.
Lab - Line Instruments, Inc.

No. 2093.

Centrifuga, Benchtop, Sorvall ST 40R.

Maéxima velocidad 15 200 rpm/ 25 314 fuerzas G.
Voltaje: 120 V, frecuencia: 60 Hz, Capacidad 4 x 750 mL.
Thermo Scientific.

Espectrofotometro de celda, Lambda 25.
Longitud de onda: 190 nm — 1100 nm.
Voltaje: 100 - 120 V, frecuencia: 60 Hz.
Perkin Elmer, Lambda 25 UV/ Vis Systems.
No0.101N5071704

Espectrofotometro de microplaca, Multiskan FC 357.
Longitud de onda: 340 nm — 850 nm.

Voltaje: 100 - 120 V, frecuencia: 60 Hz.

Thermo Scientific, Multiskan FC 357.

No. 51119000.

Espectrofotometro de placa, Multiskan EX 355.
Longitud de onda: 340 nm — 690 nm.

Voltaje: 100 - 120 V, frecuencia: 60 Hz.

Thermo Scientific Multiskan EX, Cat.

Polytron PT 1200 CL (Homogenizador).
Voltaje: 115 V, Frecuencia: 50 — 60 Hz.
Cinematica.

Potenciometro modelo 76.
Voltaje: 115 V, frecuencia: 60 Hz.
Beckman Expandomatic 55 — 2.

Vortex — Genie, modelo K-550.
Voltaje: 120 V, frecuencia: 50 — 60 Hz.
Scientific Industries No.27014
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11.2. Reactivos empleados

Actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.
e Cloruro de Magnesio (MgCl,) Masa molar: 95,211 g/mol [Sigma — aldrich].
e Dinucleotido de Nicotinamida y Adenina Fosfato (NADP) [Sigma — aldrich].
e Glucosa 6 Fosfatos (G¢P) 35 mM [Sigma — aldrich].
e Trietanolamina (TEA), Masa molar: 149.188 g/mol [Sigma — aldrich].

Actividad de la isocitrato deshidrogenasa.

e Acido-3-Morfolinopropano-1-Sulfonico (MOPS) C;H15NO,4S, Masa molar:
209.2633 [Sigma — aldrich].
Adenosin di Fosfato (ADP) [Sigma — aldrich].
Cloruro de Magnesio (MgCl;) Masa molar: 95,211 g/mol [Sigma — aldrich].
Dinucleotido de Nicotinamida y Adenina Fosfato (NADP) [Sigma — aldrich].
Isocitrato [Sigma — aldrich].
Trietanolamina (TEA), Masa molar: 149.188 g/mol g/mol [Sigma — aldrich].

Cuantificacion de glutation reducido (GSH).
e Acido Etilen-di Amino-Tetra-Acético (EDTA) [Sigma — aldrich].
e Acido Metafosforico (MPA).
e 5-5-ditio-bis-2-nitro-acido-benzoico (DTNB), Ci14HsN,OgS,; Masa molar: 396.35g
[Sigma — aldrich].
e Fosfatos de Potasio (KH3PO,4) 0.4 M.
e Patron de glutation [Sigma — aldrich].

Cuantificacion de glutation oxidado (GSSG).

e Acido Clorhidrico (HCL), Masa molar: 36,46094 g/mol, [Sigma — aldrich].

e Acido Etilen-di Amino-Tetra-Acético (EDTA) [Sigma — aldrich].

e di Nucledtido de Nicotinamida y Adenina Fosfato Reducido (NADPH)
[Sigma — aldrich].

e 5-5-ditio-bis-2-nitro-acido-benzoico (DTNB), Ci14HsN,OgS,; Masa molar: 396.35g
[Sigma — aldrich].

e Enzima GR 173 U/mg proteina [Sigma — aldrich].

e Fosfato de Sodio (NaPO4) [Sigma — aldrich].

e Patrén de GSSG [Sigma — aldrich].

Cuantificacion de malondialdehido (MDA).
e Acido fosforico (HsPO4) [Sigma — aldrich].
e Acido tiobarbitdrico (TBA) [Sigma — aldrich].
e Patron de Malondialdehido (MDA) [Sigma — aldrich].

Determinacion de proteinas totales (método de Bradford).
¢ Kit para Bradford. [Bio Rad]
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11.3. Cuantificacion de malondialdehido

Fundamento: La cuantificacion de MDA se basa en la reaccion producida entre el
acido tiobarbiturico (TBA) y el producto de lipoperoxidacion, malondialdehido, lo que
origina especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARs) los cuales son medibles

mediante un espectrofotometro de luz visible a 535 nm.
La reaccion es la siguiente:

0

cn »IOL SN I,ou on‘/)u\T/S"

¢H, + 2 T, - N\/:C—C C \\/N

CH o N Y HHHA

X 3 OH OH
MDA TBA TBARS

Preparacion de las Soluciones:

% Acido fosforico (HsPO,) 0.2 M: tomar 339.1uL y aforar con 25 mL agua destilada.

% Acido tiobarbitdrico (TBA) 0.11 M: pesar 0.396 g de TBA y disolver en 25 mL de
agua destilada.

% Patrén de Malondialdehido (MDA) 30 nM: se toma 5 pl del estandar de MDA

posteriormente se diluye en 50 mL de agua destilada y se toma una alicuota de 50
uL la cual se lleva al aforo con 850 pL de agua destilada.

Tabla 7. Curva de calibracion de malondialdehido.

Tubos
Reactivos pL 1 2 3 4 5 6 | Muestra.
[MDA] nM. 0 0.25 | 0.5 1 2 3 | -
pL Std. 0 7.5 15 30 60 90 | ----------
puL H,O 200 |1925| 185 | 170 | 140 | 110 200
H3PO, 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 200
TBA 25 25 25 25 25 25 25
Muestra el B 200
Mezclar e incubar durante 1 hora. Posteriormente deje enfriar.
n-Butanol 400 | 400 | 400 | 400 | 400 | 400 400
Mezclar y centrifugar a 6000 rpm a 4 C durante 10 minutos.
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Procedimiento:

Abs. 540 nm.

Preparar 7 tubos agregando los reactivos en el orden en la tabla.

Mezclar en el vortex e incubar a la temperatura indicada de 90 °C durante 60
minutos.

Dejar enfriar y adicionar n-butanol, se mezcla en el vortex y se lleva a centrifugar a
6000 rpm a 4 °C, durante 10 minutos.

Finalmente se toma una alicuota del sobrenadante y se lee a una longitud de onda de
535nm.

Con los resultados construir una curva patron graficando nmol de MDA vs.

Absorbancia.

0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

-0.1

nmol MDA

Figura 14. Curva estandar de malondialdehido.

Célculos: Total [MDA] = [Abs 1- Abs 0] / Vol.

[ mx ]

Donde:
MDA: Concentracion de malondialdehido expresado en nM/mL.

Abs 1: Absorbancia de la muestra problema.
Abs 0: Absorbancia del blanco.

mx: Pendiente de la curva estandar

Vol.: Volumen de la muestra en mL.
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11.4. Actividad de la glucosa- 6 -fosfato deshidrogenasa

Fundamento: por el método de Rudack (1971), se determing la actividad de G6PD.
En el sobrenadante de la muestra se determind la actividad mediante el cambio que se
produce en la absorbancia dado por la produccion de NADPH + H®. La absorbancia se
mide a 340nm cada minuto durante 10 minutos. La actividad se expresa en U/ mg de
proteinas en las condiciones del ensayo. La U es igual a mol de NADPH producido por
minuto.

La reaccion es la siguiente:
Glucosa- 6- fosfato + NADP*  ©2___Gluconato — 6 — fosfato + NADPH + H*

Preparacion de soluciones:

e Amortiguador de trietanolamina hidroclorada (TEA) 0.1 M, pH 7.6: pesar TEA 1.8
g y disolver en agua destilada 100 mL, ajustar el pH a 7.6 con NaOH 0.1 N.

e Solucion de cloruro de magnesio (MgCl, * 6 H,0) 0.1 M: pesar MgCl, * 6H,0 29 y
disolver en agua destilada 100 mL.

e Solucion de glucosa 6 fosfato (GgP) 35 mM: pesar GeP 10 mg y disolver en
amortiguador de TEA 1 mL.

e Solucion de dinucleotido de nicotinamida y adenina fosfato (NADP) 11 mM: pesar
NADP 10 mg y disolver en amortiguador de TEA 1 mL.

Tabla 8. Curva de calibracién de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.

Reactivos Volumen. [mM] final

Trietanolamina 2.6 mL 86 mM

(TEA)

Cloruro de 0.2 mL 6.9 MM

magnesio (MgCl,)

Glucosa 6 fosfato 0.1 mL 1mM

(GeP)

NADP* 0.1 mL 0.39mM
Mezclar

Muestra 0.0lmL | ------mmmmmm-
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Después de realizar las lecturas calcular la actividad especifica.

Calculos:  Volumen de actividad = 3.00 X AE /min. = U/mL de muestra.
6.22 x 1.0 x 0.01

3.00: Volumen final en la celdilla.
6.22: Absorbancia.

1.0: Paso de la luz por la celdilla.
0.01: Volumen de la muestra.

AE: Cambio en la absorbancia.

Actividad especifica = Actividad (U/mL) =U/mg de proteina.

Concentracion de proteinas (mg/mL)
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11.5 Actividad de la isocitrato deshidrogenasa

Fundamento: se determind la actividad de IDH, en el sobrenadante de la muestra.

Se determino la actividad mediante el cambio que se produce en la absorbancia dado por la

produccién de NADPH. La absorbancia se mide a 340 nm cada minuto durante 10 minutos.

La actividad se expresa en U/ mg de proteinas en las condiciones del ensayo. La U

es igual a mol de NADPH producido por minuto.

La reaccion es la siguiente:

Isocitrato + NADP* == 2-oxoglutarato + CO, + NADPH
Oxalosuccinato + NADP* = 2-oxoglutarato + CO, + NADPH

Preparacién de Soluciones:

Amortiguador de trietanolamina hidroclorada (TEA) pH 7.2: pesar TEA 2.06 g y
disolver en agua destilada 250 mL, ajustar el pH a 7.2 con NaOH 0.1 N.

Solucion de Acido 3 morfolinopropano 1 sulfénico (MOPS): pesar MOPS 8.673 g
y disolverlo en 25 mL de agua destilada.

Solucion de Isocitrato: pesar 0.967 g de isocitrato y disolver en 25 mL de TEA.
Solucion de Adenosin-di-Fosfato (ADP): pesar 0.02562 g y disolver en 2 mL de
TEA.

Solucién de dinucleotido de nicotinamida y adenina fosfato (NADP): pesar NADP 1
mg y disolverlo en TEA 1 mL.

Solucién de cloruro de magnesio (MgCl, * 6 H,0) 0.1 M: pesar MgCIl,*6H,0 2g

y disolver en agua destilada 50 mL.
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Tabla 9. Curva de calibracion de la isocitrato deshidrogenasa.

Reactivos. [UM] Volumen.
Final

TEA. 35.5uM | 1640 pL
MOPS. 50 uM 100 pL
Isocitrato 5uM 1000 pL
NADP 2 UM 50 pL
ADP 1uM 100 pL
MqgCl, 2 UM 100 pL

Mezclar

Muestra | ------- 10 pL

Cronometrar cada minuto la absorbancia durante 10 minutos.

Calculos:
Volumen de actividad = 3.00 X AE /min. = U/mL de muestra.
6.22 x1.0x0.01

3.00: Volumen final en la celdilla.
6.22: Absorbancia.

1.0: Paso de la luz por la celdilla.
0.01: Volumen de la muestra.

AE: Cambio en la absorbancia.

Actividad especifica = Actividad (U/mL) = U/mg de proteina.

Concentracion de proteinas (mg/mL)
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11.6 Determinacién de proteinas totales: método de Bradford

Fundamento: el método de Bradford es un método colorimétrico muy eficiente para la
cuantificacion de proteinas totales, se basa en el empleo del colorante azul brillante de
Coomassie G-250 el cual en un principio posee un color rojizo. Las moléculas del colorante
se unen a los grupos cargados de los aminoacidos que componen las proteinas; con estas

uniones se produce una mezcla de color azul cuyo méaximo de absorcién es a los 595 nm.

Preparacion de soluciones:

e Reactivo de Bradford: pesar azul brillante de Coomassie (G-250) 100 mg y disolver
en etanol al 95 %, 50 mL. Agregar lentamente acido fosforico (H3PO,) al 85%, 100
mL. Aforar con agua destilada a 1000 mL. Filtrar 3 0 4 veces y guardar en frasco
ambar.

e Patron de albumina sérica de bovino 1 mg/mL: pesar albumina de bovino 10 mg,
agregar un poco de agua destilada, disolver lentamente para no producir espuma.

Aforar con agua destilada a 10 mL y almacenar en refrigeracion.

Procedimiento:

e Preparar 7 tubos agregando los reactivos como se muestra en la tabla

e Mezclar bien cada tubo y mantenerlos durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

e Calibrar el espectrofotometro con el tubo 1 (blanco) a 595nm vy hacer las
lecturas de los demés tubos.

e Con los resultados construya una curva patrén graficando pg de proteinas vs.
Absorbancia.

Tabla 10. Curva de calibracion de las proteinas totales.

Tubos
Reactivos (uL) 1 2 3 4 5 6 7
Agua destilada 1 10.990| 0.980 | 0.960 | 0.940 | 0.920 | 0.990
Muestra problema | === | ---= | smmem | mmemem | emeem | - 0.01
Reactivo de Bradford 5 5 5 5 5 5 5
Patron de albumina 0 0.01 | 0.02 | 0.04 | 0.06 0.08 0.1

Método de Bradford (kit)
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Tubo | Estandar Diluyente (H,O) | Reactivo de Bradford
1 100 pL 0 250 pL
2 100 pL 50 pL 250 pL
3 100 pL 100 pL 250 pL
4 100 pL 100 pL 250 pL
5 100 pL 100 pL 250 pL
6 100 pL 100 pL 250 pL
7 100 pL 100 pL 250 pL
8 0 100 pL 250 pL

Se hace una dilucion 1:10 (50 pL muestra + 450 puL PBS. De esta solucion se toman 5 pL
y se agregan 250 pL de reactivo de Bradford).

1.8
1.6 ®
1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

0 500 1000 1500 2000 2500

Figura 15. Curva estandar proteinas totales: método de Bradford.
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11.7 Cuantificacion de glutation reducido

Fundamento: la cuantificacion de GSH se basa en la reaccion producida entre el
reactivo de Ellman (DTNB) y los grupos sulfihrilo (-SH) presentes en el GSH, el cual
origina un color amarillo claro en las muestras, que es medible mediante un

espectrofotometro de luz visible a una longitud de onda de 412 nm.

La reaccion es la siguiente:

NO,
" R = gEaly e, NAR
HOOCQ/S.SQCOOH / \
O,N .
DTNB , | Glutathione
| reductase
HOOC S / \ /
) ]Cf ~— GSSG — NADH
O,N

2-Nitro-5-thiobenzoic acid

Preparacion de las soluciones:

e Amortiguador de fosfatos de potasio (KH3PO4) 0.4 M, con acido etilen-diamino-
tetra-acético (EDTA) 0.2 M, pH 8.9: pesar 54.40 g de KH3PO, y 7.6 g de EDTA,
disolver ambos reactivos en 600 ml de agua destilada, ajustar el pH a 8.9 utilizando
hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N. aforar a 1 litro con agua destilada y guardar en
refrigeracion.

e Patron de glutation 0.5 mM: pesar 0.004 g de GSH, disolver con acido
metafosforico (MPA) al 5 %, aforar a 25 mL en un matraz y guardar en
refrigeracion.

e 5-5-ditio-bis-2-nitro-acido-benzoico (DTNB) 0.01 M: pesar 0.0198 g de DTNB y
disolver en 5 mL de metanol absoluto. Para cada medicidn el reactivo se prepara en

fresco.
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Tabla 11. Curva estandar de GSH.

Tubos

reactivos 1 2 3 4 5 6
[GSH] uM / L 0 20 40 60 80 100
Buffer (uL) 900 860 820 780 740 700
GSH 0.5mM /L (uL) 0 40 80 120 160 200
Buffer de fosfatos (mL) 2 2 2 2 2 2
DTNB 50 50 50 50 50 50

Reactivos Muestra

Muestra de tejido adiposo ( pL) 100

Acido sulfosalicilico (C7HgOgS) 400

Resuspender y centrifugar a 15000 rpm a 4 °C, durante 20
minutos. Tomar una alicuota de 200 uL del sobrenadante.
Buffer de fosfatos (pL) 700
DTNB 50
Buffer de fosfatos (mL) 2

0.6

0.5

0.4

0.3

Abs. 412 nm.

0.2

0.1

0 20 40 60 80 100 120
MM/ L

Figura 16. Curva estandar GSH.
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Calculos:

Total [GSSG] Absl —AbsQO x D

mx

Donde:

[GSH]: Concentracion de GSH expresado en puM.
Abs 1: Absorbancia de la muestra problema.

Abs 0: Absorbancia del blanco.

mx: Pendiente de la curva estandar.

D: Factor de dilucién (15).
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11.8 Cuantificacion de glutation oxidado

Fundamento: la determinacion se realiza mediante un método enzimaético (Tietze,
1969), el cual emplea 1-metil-2-trifluorometanosulfonato vinilpiridinium 1 (M2VP) para
derivatizar al GSH sin interferir con la GR presente en el ensayo. GSSG es reducido a GSH
y a su vez cuantificado con el reactivo de Ellman (DTNB). La reduccion es catalizada por
la GR en presencia de NADPH. El ensayo utiliza el cambio de color durante la reaccion, el
cual es proporcional a las concentraciones de GSH y GSSG. Las mediciones se realizan en

un espectrofotdmetro a 412 nm.

La reaccion es la siguiente:

NO,
- e e = NAD
= 2GSH ~—
HOOCQ/S.S/@COOH / \
OZN / \
DTNB , | Glutathione
| reductase
HOOE: s 57 / \ /
) D/ — ~—— GSSG —  NADH
O,N

2-Nitro-5-thiobenzoic acid

Preparaciéon de soluciones:

e Amortiguador de fosfato de sodio (NaPO4) 143mM vy acido etilen-diamino-tetra-
acetico (EDTA) 6 mM, pH: 7.5. Pesar NaPO, 54.36 g. y EDTA 2.28 g disolver el
NaPO, en agua destilada 600 mL y posteriormente agregar el EDTA, ajustar el pH a
7.5 con acido clorhidrico (HCI) 0.1 N. Aforar con agua destilada a 1000 mL y
guardar en refrigeracion.

e Solucion stock de dinucledtido de nicotinamida y adenina fosfato reducido
(NADPH) 0.248 mg/mL.: pesar el NADPH 2 mg y disolver en amortiguador de
NaPO, 1 mL, de la solucién anterior tomar 0.125 mL y adicionar amortiguador de
NaPO, 0.875mL. Concentracion final de 0.218 mM.

e Patrdn de GSSG 4.9 mM: pesar GSSG 3mg y aforar con amortiguador de NaPO, a
10mL.
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e Enzima GR 173 U/mg proteina: tomar la enzima GR 0.005 mL y disolver en

amortiguador de NaPO,4 2mL.

e DTNB 6 mM: pesar el DTNB 0.011 g. y disolver en amortiguador de NaPO, 5 mL

Para cada medicion el reactivo se prepara en fresco.

Procedimiento:

1.- Preparar 5 tubos agregando los reactivos como se muestra en la tabla.

2.- Mezclar bien y tomar una alicuota de 50 L.

3.- Agregar 50 pL del reactivo de DTNB preparado en fresco.

4.- Agregar 5 pL de la enzima de GR y 45 puL del amortiguador de
5.- Dejar reposar durante 5 minutos aproximadamente.

6.- Agregar 50 pL de la solucion stock de NADPH.

7.- Leer en el espectrofotometro a longitud de onda de 412 nm.

8.- Construir con los datos obtenidos una curva patron.

Tabla 12.Curva estandar de GSSG (Kit).

NaPO4.

Reactivo pL. Stock 1 Stock 2 | Stock3 | Stock 4 Muestra
GSSG 5 10 20 30 | -
Amortiguador 395 390 380 370 | --—----
Muestra |  ---m-m= | s | mememeen | s 200
Blanco 1 2 4 Muestra
Stock | meeee- 50 50 50 50 | ----eee--
Amortiguador O T UL U U [ —
Muesta 00| s | e | e | e | e 50
DTNB 50 50 50 50 50 50
Amortiguador 45 45 45 45 45 45
Enzima 5 5 5 5 5 5
NADPH 50 50 50 50 50 50

Leer a 412nm.
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]

ADbs. 412 nm.

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6

pmol

Figura 17. Curva estdndar GSSG.

Calculos:

Total [GSSG] Abs1-—-AbsQxD +t

mx

[GSSG]: Concentracion de GSSG expresado en uM
Abs1: Absorbancia de la muestra problema

Abs 0: Absorbancia del blanco

mx: Pendiente de la curva estandar

D: Factor de dilucion

t: Tiempo
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