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1. RESUMEN

La obesidad es definida como una acumulacién anormal o excesiva de grasa.
La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio entre el
consumo y el gasto energético. La obesidad central es un componente de gran
importancia en el Sindrome Metabdlico (SM) que es una patologia heterogénea
cuyas manifestaciones clinicas incluyen: la resistencia a la insulina (como
comun denominador), la dislipidemia, la obesidad intra-abdominal y la
hipertension arterial. Estos factores aumentan el riesgo de padecer Diabetes
Mellitus tipo 1l (DMy).

En un modelo experimental de obesidad central inducida por el alto consumo
de sacarosa, hay un aumento de concentracion de acidos grasos libres (AGL)
en el torrente sanguineo. Estos AGL implican el desarrollo de estrés oxidativo
en el modelo, éste definido como un desequilibrio persistente entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) o de nitrégeno (ERN's) y
la defensa antioxidante tiene un papel fundamental en el SM.

El estrés oxidativo en nuestro modelo esta asociado con un aumento en la
carbonilacion de proteinas y una disminucion en la concentracion de glutation
reducido (GSH).

Por otra parte la glicina, un aminoacido dispensable que es requerido por un
namero de vias metabdlicas entre ellas la sintesis de proteinas estructurales
tales como la colagena y la elastina; ha mostrado efecto benéfico sobre la
presién arterial, sobre la acumulacién de grasa intra-abdominal y la resistencia
a la insulina inducida por alto consumo de sacarosa.

La glicina participa en la biosintesis del GSH catalizada por la y-glutamilcisteina
sintetasa y la glutatién sintetasa. El GSH participa de manera muy relevante en
la defensa antioxidante. Una mala nutricion disminuye los niveles de glicina
circulante, lo cual conlleva a la deficiencia de GSH y a un incremento de estrés
oxidativo.

Los resultados muestran que la glicina suplementada a la dieta de los animales

con sindrome metabolico reduce la carbonilacion de proteinas en



homogenizado de diferentes 6rganos tales como el higado, rifidén, corazén y en
musculo esquelético de los animales con obesidad central.

Analogamente la glicina aumenta la concentracion del GSH, en los diferentes
organos ya mencionados.

El analisis por Western Blot de los tejidos tales como: higado, rifidn, corazén y
musculo, no muestra diferencia en la expresion de la GPX1 entre animales
controles y con SM; tratados con y sin Gly; sin embargo, en el musculo la
expresion de la catalasa disminuye en los animales controles y SM tratados
con Gly, con respecto a los animales solo con SM y controles.

La administracion de estricnina, un antagonista del receptor de glicina, en el
agua de bebida, revierte el efecto de la glicina sobre la biosintesis de GSH y
aumenta la carbonilacién de proteinas en el higado. Lo que sugiere que la

glicina actua por medio de su receptor sensible a estricnina.
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2. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad cronica de origen multifactorial y que puede
ser definida como un incremento en la acumulacion de grasa en el cuerpo. Esta
es considerada como un problema de salud publica mundial y un importante
factor de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares, diabetes y
problemas oncologicos.

La obesidad es uno de los factores mas importantes que se incluye en el
Sindrome Metabdlico (SM). Esta condicion fue descrita por Reaven en 1988,
quien lo nombré “Sindrome X”, y que consiste principalmente en una suma
heterogénea de factores de riesgo cuyas manifestaciones clinicas incluyen la
resistencia a la insulina, dislipidemia, la obesidad intra-abdominal y la
hipertension arterial, estos factores aumentan el riesgo de padecer Diabetes
Mellitus Tipo Il (DM 11), y multiples enfermedades cardiovasculares.

El incremento exponencial de la prevalencia del SM se debe a los cambios en
la dieta y el estilo de vida actual, y que influyen directamente sobre los diversos
genes reguladores de los mecanismos metabolicos.

Muchos pacientes, por razones sociales y estilo de vida actual no logran
cambiar su régimen alimenticio ni su manera de moverse de un lugar a otro,
por lo tanto, es necesario desarrollar farmacos o suplementos alimenticios sin
efectos secundarios que puedan mejorar la calidad de vida de la poblacién con
SM.

Por otro lado la glicina (Gly) es requerida por un niumero de vias metabdlicas,
entre ellas la sintesis de proteinas estructurales, tales como la elastina y la
colagena. El consumo de una dieta rica en Gly ha mostrado efecto benéfico en
la glicosilacion no enzimatica de la hemoglobina en animales con diabetes
experimental inducida por estreptozotocina, asi como en pacientes con DM Il
(1).

En un modelo experimental de SM desarrollado en nuestro laboratorio, la Gly
ha mostrado efecto benéfico sobre la presion arterial y sobre la acumulacion de

grasa intra-abdominal inducida por alto consumo en sacarosa (2).
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La Gly participa en la biosintesis de glutation (GSH), que es catalizado por la
accion consecutiva de dos enzimas, la y-glutamilcisteina y la GSH sintetasa (3).
El GSH participa de manera relevante en la defensa antioxidante, lo cual
conlleva a la neutralizacion de la sobre produccion de radicales libres
generados por un alto consumo de sacarosa; el cual se ve reflejado en la
disminucién de carbonilacion de proteinas que sirve como indicador de estrés
oxidativo (34-37).

Una mala nutricién conlleva en una disminucién de los niveles de Gly circulante

con una subsiguiente deficiencia de GSH y un incremento del estrés oxidativo

().
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3. ANTECEDENTES

3.1 Sindrome metabdlico (SM).

Esta condicion fue inicialmente descrita por kylin y mas tarde, en 1988 por
Gerald Reaven, quien lo nombré como “Sindrome X’ (4), en el cual la
resistencia a la insulina fue considerada como la principal anormalidad, por tal
motivo el sindrome es también llamado “Sindrome de resistencia a la insulina”,
el cual incluye obesidad (5).

Actualmente el SM es definido como una suma heterogénea de factores de
riesgo incluyendo la resistencia a la insulina, la dislipidemia (hipertrigliceridemia
e hipoalfalipoproteinemia), la obesidad intra-abdominal y la hipertension
arterial; en donde estos factores aumentan el riesgo de padecer DM2 y

diversas enfermedades cardiovasculares(5).

3.1.1 Definiciéon segun la OMS.

En 1999 la OMS publicé los criterios para padecer el SM, de acuerdo a la tabla
mostrada se considera diagnostico si existe al menos uno de los principales

variables y al menos dos de otras variables.

TABLA 1.Parametros utilizados por la OMS para determinar SM.

Variable Principal Definicion

Glucemia en ayunas >110 mg/dL y/o 2

Alteracion de la regulacién de la glucosa
g g hrs. post-carga >140mg/dL

Captacion de glucosa por debajo del
Resistencia a la insulina percentil 25 de la pinza euglicémica-
hiperinsulnémica

Otras variables

Hipertension arterial TA > 140-190 mmHg
e . Triglicéridos>150mg/dL y/o colesterol
Dislipidemia HDL <40
Obesidad indice de cintura/cadera >0.9/0.85 en
H/M y/o IMC >30
Microalbumina Excrecion de la primera orina >20mg/g

13



3.1.2 Sindrome metabdlico y resistencia a la insulina (RI).

La Rl es definida como la disminucion de la capacidad de los tejidos de
responder a la insulina con el fin de mantenerla homeostasis de la glucosa. La
Rl aparece en la mayoria de los sujetos con SM y para muchos autores la
resistencia a la insulina es el comun denominador y el nexo del resto de las
manifestaciones (6).

La asociacion entre Rl y la hipertension arterial (HTA) no se observa en todas
las razas y apenas se puede identificar en menos del 50% de los hipertensos
esenciales. Esto se explica principalmente porque la hiperinsulinemia tiene un
efecto retenedor de sodio y sensibilizador de la accion de las catecolaminas
(7).

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

Cuando la demanda de insulina aumenta por el empeoramiento de la Rl y las
células beta fallan en incrementar su produccién, sobreviene una enfermedad

cronica como la diabetes (6 y 8).

3.2 Obesidad.

Obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial que se desarrolla
a partir de la interaccion social, fisiolégica, metabdlica, celular y factores
moleculares. Estas son las condiciones bajo las cuales el tejido adiposo

incrementa y resulta en acumulacion excesiva de grasa (9).
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3.2.1 Definicidén de obesidad y sobrepeso segun la OMS

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad se define como
una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para
la salud.

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador simple de relacion entre el
peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la
obesidad en los adultos, éste se calcula dividiendo el peso de una persona en

kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m?).

La definicion de la OMS es la siguiente:
= Un IMC igual o superior a 25 determina sobrepeso

= Un IMC o superior a 30 determina obesidad

El IMC proporciona la medida mas util del sobrepeso y la obesidad en la
poblacion mundial, puesto que es la misma para ambos sexos y para los

adultos de todas las edades (10).
3.2.2 Factores que causan obesidad.

Fundamentalmente, la obesidad es el resultado del consumo excesivo de
energia, comparado con la energia gastada.

Cambios en el estilo de vida contribuyen en un aumento en la ingesta de
alimentos hipercaldricos que son ricos en grasa, sal y azucares pero pobres en
vitaminas, minerales y otros micronutrientes, acompafado de un descenso en
la actividad fisica han resultado en un incremento en nimero de sujetos obesos
(10).

15



3.2.3 Consecuencias comunes del sobrepeso y la obesidad para la salud.

La obesidad considerada como problema de salud publica, especialmente en
ciudades industrializadas, incrementa la mortalidad y la prevalencia de
enfermedades. Cuando el IMC es elevado, es un factor importante de riesgo de
enfermedades no transmisibles, tales como:
» Enfermedades cardiovasculares (cardiopatia y accidente cerebro-
cardiovascular)
= Diabetes

» Trastornos en el aparato locomotor (osteoartritis)

3.3  Estrés oxidativo (EO).

Las especies reactivas de oxigeno (ERQO’s), estan presentes en todo tipo de
ser vivo, son altamente reactivas, de corta vida, derivan del metabolismo de
oxigeno, se producen en todos los sistemas biolégicos y reaccionan con
cualquier tipo de molécula. Estas especies, la cual incluyen el radical
superoxido (¢O5), radical hidroxilo (¢OH) y perdxido de hidrogeno (H205); junto
con especies reactivas de nitrégeno (ERNSs), tales como oxido nitrico (NO) y el
radical peroxinitrito (ONOOQe), son derivados de oxigeno que juegan un papel
importante en la biologia vascular. Por otra parte, bajos niveles de ERO’s son
indispensables en varios procesos bioquimicos, los cuales incluyen, mensaje
celular, diferenciacion celular, apoptosis, inmunidad y defensa contra
microorganismos (21, 22).

En organismos sanos, los oxidantes son balanceados por agentes reductores
(antioxidantes), pero cuando ERO’s exceden la capacidad fisiologica
antioxidante del sistema, hay un aumento que produce dafios en diversas
biomoléculas, lo que causa el estrés oxidativo, definido como un desequilibrio

persistente entre la produccion y la neutralizacion de ERO’s 0 ERN’s (22).
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3.3.1 Obesidad y estrés oxidativo.

La formacién de ERO’s, ocurre bajo condiciones fisioldégicas y en muchas
enfermedades; y disminuyen la defensa antioxidante; causan dafo directo o
indirecto a lipidos, proteinas y ADN, y a diferentes organos; asi es conocido
que el estrés oxidativo (EO) esta involucrado en procesos patoldgicos tales
como obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares, etc.

El incremento en EO esta asociado con la obesidad probablemente debido a la
presencia de un exceso de tejido adiposo. Los adipocitos y preadipocitos han
sido identificados como una fuente de citocinas pro-inflamatorias, tales como,
TNF-a, IL-1 y IL-6; asi la obesidad esta considerada un estado cronico. Estas
citocinas son potentes estimuladores de la produccion de ERO’s y ERN’s, por
macrofagos y monocitos, sin embargo, una elevacion en la concentracion de
citocinas puede producir un aumento en EO (9y 14).

Se ha reportado que el EO en la obesidad esta asociado con una produccién
irregular de adipocinas, las cuales contribuyen a el desarrollo del SM (11).

Los adipocitos son una de la células que se alteran por la sobrealimentacién y
el sedentarismo y agravadas por todos los factores relacionados desde el
punto de vista epidemioldgico, con el incremento del riesgo metabdlico y

cardiovascular (12).

Tal es el caso de la leptina; que es una hormona llamada “hormona de la
obesidad”, ya que sus niveles se correlacionan estrechamente con la cantidad
de grasa del individuo y con la circunferencia abdominal. Su receptor LRb es el
anico que se asocia con respuestas intracelulares. LRb activa a JAK2 (Janus
Kinasa 2), la cual induce la autofosforilacion del complejo LRb-JAK2 iniciando
una cascada de fosforilacion que involucra diferentes sistemas enzimaticos (13)
tal como la activacion de la NADPH oxidasa enzima clave en la produccion de
aniéon superdéxido (11). Como todas la tirosinas cinasas, JAK2 fosforila también
proteinas que contienen dominios SH2, en este caso las proteinas ERK

(extracelular-signal regulated kinase 9), las proteinas STAT3 (signal tranducers
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and activators of transcription 3) y las proteinas IRS (insulina receptor

substrate), grupo de moléculas que también es regulado por insulina (13).

El TNFa (tumor necrosis factor o), es una citocina liberada por macréfagos y
linfocitos, ésta se encuentra en aumento en la obesidad y es asociada con
resistencia a la insulina, por otra parte, sus niveles disminuyen con la pérdida
de peso. Se cree que produce resistencia a la insulina al inducir un defecto en
la capacidad de fosforilacion de residuos de tirosina en el sustrato del receptor
de la insulina (IRS-1), necesaria para la progresion de la sefial intracelular de la
hormona, y al disminuir la expresion génica de los transportadores de glucosa
sensibles a insulina GLUT-4 (14). Por otra parte la expansion del tejido adiposo
y la resistencia a la insulina en el tejido adiposo, estimula la lipasa sensible a
hormonas y favorece la lipdlisis de los triglicéridos almacenados en dicho tejido,
lo que aumenta la liberacion de AGL a partir del adipocito y por lo tanto una

mayor produccion en el indice de estrés oxidativo (60).

La adiponectina tiene acciones metabdélicas muy notorias en los tejidos, que
consisten en incremento de la oxidacién de acidos grasos y reducciéon de la
gluconeogénesis. Sus efectos estan mediados por el incremento de la actividad
de la PKA (proteina kinasa dependiente de AMP ciclico) (15). Altos niveles de
esta adipocinas estan relacionados con la pérdida de peso, la adiponectina
mejora la sensibilidad de la insulina, disminuye el flujo de AGL e incrementa su
oxidacion; su isoforma globular inhibe la produccion de ERO’s (15 y 60).

La activacion de la PKA induce la expresion de PPARYy (peroxisome proliferator-
activated receptor vy), asi como de las enzimas de la cascada de la oxidacion de
acidos grasos y de otras proteinas involucradas en la captacién de glucosa, lo
cual explica el incremento de la actividad de la insulina inducido por esta
hormona. Por el mismo mecanismo se produce inhibicién de las enzimas de la
via de la gluconeogénesis (16).

Sus niveles en plasma son inversamente proporcionales a la masa de tejido
adiposo y estan reducidos en los pacientes con SM que presentan Rl y DMII
(16).
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Investigaciones han mostrado que una dieta rica en grasa e hidratos de
carbono induce un incremento significativo en EO e inflamacion en personas

con obesidad central (17).

3.3.2 Acidos grasos libres y estrés oxidativo.

La obesidad es asociada con niveles altos de acidos grasos libres (AGL) en el
plasma, los cuales inducen resistencia a la insulina (18).

Este aumento de AGL provoca un aumento en la acetil-coenzima A, que entra
al ciclo de Krebs (ciclo del acido citrico) para convertirse en citrato y conduce a
una sobreproduccion de NADH. El exceso de NADH mitocondrial aumenta la
produccion de radicales libres y produce estrés oxidativo (11 y 18).

En sujetos sanos, la administracion de AGL (como Intralipid) aumenta el EO,
evaluado por un aumento en el malondialdehido y una disminucién en el

plasma de la proporcion del cociente GSH/GSSG (11).

Varios estudios in vitro han descrito la activacion del factor nuclear NF-kB por
los AGL, una consecuencia probable de que los AGL pueden incrementar la
formacién de ERO’s y reducir la concentracion del GSH (19). Este efecto
podria también estar vinculado con la activacion de la PKC6 mediada por los
AGL, que tiene la habilidad unica entre las diferentes isoformas de la PKC de
activar el factor de NF-kB (20).

3.3.3 Estrés Oxidativo y SM

Muchos estudios apoyan que el EO juega un papel muy importante en las
manifestaciones de SM, incluyendo aterosclerosis, hipertension y Diabetes
Mellitus tipo 1l (21). El estrés oxidativo es también asociado con adipocitos y
resistencia a la insulina; lo que sugiere que el estrés oxidativo puede ser un
claro evento en la patologia de éstas enfermedades cronicas.

Esta bien establecido que el balance antioxidante/oxidante juega un papel

importante en la patogénesis de hipertension (2). La disfuncién endotelial
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mediada en parte por EO es una causa de hipertension. Las ERO’s reaccionan
con el oxido nitrico (ON) e induce su inactivacion y su disponibilidad para llevar
a cabo su efecto vasorelajante (21 y 22).

Varios estudios relacionan el SM con el estrés oxidativo en sujetos con
hipertension. EI SM puede ser un “‘comun denominador’” que enlaza la
enfermedad de arteria coronaria, hipertensiény EO (2 y 5).

Un exceso de grasa causa dafio celular debido al efecto de la presion, el dafio
celular causa una alta produccién de citocinas tales como TNF-a, la cual

genera ERO’s en los tejidos, aumentando la peroxidacion de lipidos (9).

Otro posible mecanismo de formacion de ERO’s durante el sobrepeso u
obesidad es el consumo de una dieta alta en grasa que puede alterar el
metabolismo del oxigeno. Los depdsitos de grasa son vulnerables a sufrir
reacciones de oxidacion. Si la produccion de ERO’s excede la capacidad
antioxidante de la célula, el EO resulta en la peroxidacion lipidica que
contribuye al desarrollo de arterosclerosis (9 y 14).

3.4 Algunas fuentes de radicales libres.

Cualquier organismo celular aerobio produce ERO’s los cuales funcionan como
intermediarios y/o productos de infinidad de reacciones oxidativas en la célula
(11). El oxigeno es requerido para la generacion de todos los ERO’s y sus
derivados. Existen fuentes exogenas y enddgenas de radicales libres; las
ERO’s pueden producirse a través de la exposicion a oxidantes ambientales,
agentes toxicos y metales pesados que pueden perturbar el equilibrio entre las

reacciones de reduccion celular y las de oxidacion (23).
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3.4.1 Las principales fuentes enddgenas:

3.4.1.1. Oxidacion de acidos grasos:La oxidacion de &acidos grasos por la
mitocondria y por peroxisomas, es capaz de producir radicales libres.Por lo
tanto, ERQO’s, los cuales pueden producir alteraciones en la fosforilacion
oxidativa y en el DNA mitocondrial, causando anormalidades estructurales y
agotamiento de ATP (9).

3.4.1.2. Cadena de transporte electronico mitocondrial: La mitocondria provee
la energia requerida para cualquier proceso celular, que permite llevar a cabo
funciones fisiologicas. El sistema de transporte electrénico mitocondrial es una
fuente de anidon superoxido. EI NADH, NADPH y FADH,, producidos por
metabolismo aerobio de proteinas, acidos grasos y glucosa, participan en la
produccion de radicales libres en la mitocondria, la cual da como resultado el
estrés oxidativo. Bajo condiciones fisiolégicas normales, aproximadamente del
1-3% de O, consumido por la mitocondria, es convertido en anion superoxido y
otros ERO’s. Cuando la exposicion de radicales libres es prolongada, puede
resultar en el dafioabiomoléculas tales como mutacion del ADN, lipidos y
proteinas contribuyendo a dafio a tejidos y desarrollo de enfermedades (24 y
25).

3.4.1.3. Mdltiples vias: Oxidacion de NADPH por la NADPH oxidasa, oxidacion
de xantina (hipoxantina) por xantina oxidasa, oxidacibn de monoaminas
(dopamina, epinefrina), accién de citocromo P-450 encargado del metabolismo

de xenobidticos (9).

3.5 Diferentes sistemas antioxidantes.

Las reacciones quimicas de los radicales libres ocurren constantemente en las
células en el organismo y son necesarias para la salud, pero el proceso debe

ser controlado con una adecuada proteccion antioxidante. Un antioxidante es

una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres. El
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problema para la salud se produce cuando el organismo tiene que soportar un
exceso de radicales libres por un largo tiempo, producidos por diversos
factores ambientales y por la alimentacion (26 y 27).

Segun Halliwell y Gutteridge, un antioxidante es cualquier sustancia que a
bajas concentraciones, en relacibn con el sustrato oxidable, retrasa
considerablemente o inhibe la accion de dicho sustrato. Un buen antioxidante
se caracteriza por su alta efectividad, su variabilidad operativa y su versatilidad
para poder combinarse con una variedad de ERO’s (28y 29).

En condiciones fisiolégicas la regulacion de la produccion de especies
reactivas esta regulada por la defensa antioxidante, ya sea enzimatica o no

enziméaticamente.

3.5.1 Sistema antioxidante enzimatico: es el principal sistema de defensa
contra radicales libres y principalmente esta compuesto por la superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatibn peroxidasa, y la enzima
glutatién reductasa (GR) de igual importancia para regenerar el GSH a partir
del glutation oxidado(23). La eficacia de esta triada enzimatica reside en la
triple accion defensiva al disminuir la produccion de ERO’s e impedir la
interaccion de éstas entre si, para dar lugar a especies mas estables de menor

reactividad y evitar la oxidacion de macromoléculas (27 y 28).

20,7+ 2H* —=—— 2H,0,+0,
2H,0, ——— 2H,0+0,
H,0, + 2GSH ———— GSSG + 2H,0
| NADPH
e
NADP*
2GSH

Figura 1.Generacién de ERO’s y el sistema de defensa antioxidante.
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3.5.2 Sistema antioxidante no enzimatico: este sistema incluye moléculas con
caracteristicas hidrofilicas y lipofilicas. Dentro del grupo de las hidrofilicas
tenemos la vitamina C (acido ascérbico), flavonoides, melanoidinas y GSH;
cuyas funciones principales son proteger proteinas y acidos nucleicos de la
oxidacion causada por radicales libres. En el grupo de moléculas lipofilicas se
encuentran principalmente la vitamina E (a-tocoferol), los polioles y losp-
carotenos que protegen la membrana lipidica y las proteinas membranales de
la oxidacion (30 y 31).

En modelos de SM inducido por un alto consumo de hidratos de carbono y
grasas, se ha mostrado que existe una disminucion en la actividad de las
enzimas antioxidantes como la CAT y SOD (31 y 32). El consumo de hidratos
de carbono induce una disminucion en el contenido de moléculas antioxidantes

tales como el GSH y la vitamina E (33).

3.6 GLUTATION

El glutation reducido (GSH), tripéptido soluble en agua, compuesto de L-y-
glutamil-L-cisteinil-glicina, es el tiol mas abundante de bajo peso molecular en
células animales (0.5-10mM). Abunda principalmente en el citosol (85-90%),
aun mas que el resto de algunos organelos, incluyendo la mitocondria, matriz
nuclear y peroxisomas (34).

El glutatibn es sintetizado secuencialmente a partir de glutamato, cisteina y
glicina, y es catalizado por dos enzimas citosolicas: y-glutamilcisteinasintetasa

(y-GCS) y GSH sintetasa (34 y 35).

El grupo tiol del residuo de cisteina es un potente agente reductor, lo que hace
qgue sea un importante antioxidante. El GSH es rapidamente oxidado (ya que el
grupo tiol es altamente reactivo) no enzimaticamente a glutation disulfuro

(GSSG) por sustancias electrofilicas (radicales libres y ERO’s 6 ERN’s).
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El cociente GSH/GSSG es el par redox mas importante que determina la
capacidad antioxidante de la célula, pero este valor puede ser afectado por
otros pares redox, incluyendo NADPH/NADP™ y tioredoxinayeg/tioredoxinaey. El
cociente GSH/GSSG, el cual es a menudo usado como un indicador del

estatus redox es >10, bajo condiciones fisiolégicas normales.

La deficiencia de GSH contribuye a estrés oxidativo, el cual juega un
importante papel en la vejez y la patogénesis de muchas enfermedades
(Alzheimer, Parkinson, fibrosis quistica, cancer, enfermedades del higado,

ataques al corazon, diabetes, etc.) (36).

Figura 2. Molécula de glutation.

3.6.1 Sintesis, transporte y degradacién de GSH.

Biosintesis: EI GSH es sintetizado de novo a partir de los aminoacidos
siguientes: glicina, cisteina y acido glutamico; éste es producido
intracelularmente en todos los tipos de 6rganos y células, siendo el higado y el
pulmén como el primero y el segundo mayor productor y exportador
respectivamente. La sintesis de GSH requiere de la accion consecutiva de dos
enzimas, y-glutamilcisteina sintetasa (y-GCS) y GSH sintetasa (34 y 35).

La y-GCS es un heterodimero compuesto de una subunidad pesada que es
cataliticamente activa (y-GCS—HS con 73 kDa) y una subunidad ligera que es

la regulatoria (y—~GCS-LS con 31kDa). La subunidad pesada contiene todos los
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sitios de union del sustrato, mientras que la subunidad ligera modula la afinidad

de la subunidad pesada por sustratos e inhibidores.

La GSH sintetasa es un homodimero (52 kDa/subunidad) y es una enzima
alostérica con sitios muy afines para el sustrato y-glutamil.

Intracelularmente el GSH puede existir como un mondomero en la forma
reducida, o como un dimero disulfuro debido a la oxidacién (GSSG). El GSSG
esta presente en menos del 1% del contenido total de glutation intracelular.
Adicionalmente, una fraccion de GSH intracelular puede ser encontrada como
algunas formas de tioésteres(37).

El 85 a 90% de GSH es libremente distribuido en el citosol, aunque éste puede
ser compartamentalizado en diferentes organelos incluyendo mitocondria,

peroxisomas, matriz nuclear y reticulo endoplasmico (35).

Glutamina o Cisteina
v-GC
ATP

GSC )
‘/& Glicina

GSH

Figura 3. Sintesis de glutation.

La concentraciéon intracelular de GSH refleja un balance dinamico entre la
sintesis, velocidad de consumo y su transporte. La sintesis de GSH inicia por la

formacién de y—glutamilcisteina (y-GC), un dipéptido a partir de la combinacién
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de glutamato y cisteina catalizado por la y-glutamilcisteina sintetasa (y-GCS),
Después de esta etapa inicial, la glicina es adicionada a y-GC por la actividad
de GSH sintetasa (GS) (36).

Ambos pasos enzimaticos consumen una molécula de ATP por ciclo catalitico.
La presencia del C terminal de la glicina protege al GSH contra la ruptura por y-

glutamilciclotransferasas intracelulares.

La disponibilidad de cisteina es un factor limitante para la formacion de GSH.
Otra ruta alternativa de sintesis de GSH es via de la reserva que envuelve su

degradacion, o directo de reciclaje después de su oxidacion.

Degradacion del GSH: La degradacion del GSH ocurre extracelularmente por la
actividad de la y-glutamiltranspeptidasa (y-GT). La y-GT es expresada
principalmente en la superficie concava de la célula, e inicia el catabolismo de
no solo el GSH sino también de glutation S-conjugado y de complejos de
glutation.

La funcion de la y-GT es remover la cadena de y-glutamil del GSH y de los
componentes de GSH-conjugados llevandolo a otros aceptores como
aminoacidos u otros dipéptidos, produciendo cisteinilglicina o conjugados de
cisteinilglicina. En otra etapa, estos productos son hidrolizados por
ectoproteinasdipeptidasas (DTP); las cuales remueven el enlace peptidico
entre la glicina y la cisteina.

Cisteina junto con la y-glutamil-aminoacidos formados a partir de la accion de la
v-GT, son llevados por la actividad de transportadores especificos. La y-
glutamil-derivados son futuros sustratos para la y-glutamil ciclo transferasa que
forma 5-oxoprolina y el correspondiente aminoacido. 5-oxoprolina es finalmente

convertido a glutamato por la actividad de la 5-oxoprolinasa (34, 35, 36 y 37).
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Transporte del GSH

El GSH puede ser transportado de dos formas diferentes:

1. Dos familias de transportador de GSH han estado implicadas en el flujo

a traves de la membrana.

El primer grupo incluye la familia de proteinas resistentes a mdiltiples
drogas (MRP) las cuales actian como co-transportadores del GSH con
la extrusion de un anién organico (OA"). Este transporte requiere del uso
de energia. Las proteinas MRP han sido propuestas para transportar
GSSG y GSH-conjugados (36).

El segundo grupo incluye el polipéptido transportador de anion
organico(OATP) el cual actia como un GSH/OA’intercambiador. Este
intercambio es simulado por la presencia de concentraciones altas de
OAy es manejado por el gradiente electroquimico del cruce de GSH a
través de la membrana plasmatica (38).

El GSH transportado a través de la membrana mitocondrial:La carga
natural de GSH (negativo en pH fisiol6gico) sugiere que GSH no puede
difundirse pasivamente dentro de la mitocondria, porque la matriz
mitocondrial tiene un potencial relativamente negativo al del citoplasma.
Algunos investigadores sugieren que la mitocondria importa GSH del
citosol por el transportador dicarboxilato (DIC) y el transportador 2-
oxoglutarato (OGC) el cual actia como un intercambiador de Pi**
(fésforo inorganico) y 2-oxoglutarato (2-OG?) para GSH citosolico. Este
transportador disipa el gradiente de concentracion entre el citoplasma y
el citosola ~5mM (38 y 39).

3.6.2 Diferentes funciones biologicas de GSH.

El GSH reactivo por el grupo tiol participa en una amplia variedad de procesos

metabdlicos, incluyendo oxidacion-reduccion (redox).

3.6.2.1 Antioxidante y regulador del balance redox

El GSH es un fuerte agente reductor que contribuye a la via metabdlica

antioxidante, por su accion de donador de un proton, o como un co-factor de

nucleofilicos conjugados. GSH constituye el mayor defensor antioxidante
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dentro de la célula, su agotamiento es una causa 0 pre-requisito para la
generacion de ERO’s (34-37).

El GSH puede combinarse con un amplio rango de especies reactivas como el
anion superoxido (O%e), radical hidroxilo (¢OH) y oxigeno singulete (*O,)
directamente, por donacion de electrones y llegar a ser oxidado a radical tiol
(GSe). Es importante mencionar que la habilidad reactiva del GSH, es asociada
con la formacién de GSe el cual es eficientemente removido por el ascorbato,
puede llevar reacciones oxidantes y dafo oxidativo (37 y 40).

En general, las especies reactivas son reducidas o inactivadas por la
generacion de enlaces disulfuro entre dos moléculas de glutation formando
GSSG (40).

3.6.2.2 EI GSH como cofactor de la glutation peroxidasa (GPX).

La GPX en conjunto con la catalasa y superoxido dismutasa (SOD), tienen
como funcion proteger la célula del ataque de ERO’s. GPX detoxifica peroxidos
de hidrégeno con GSH, actuando como un donador de electrones en la
reaccion de reduccioén, generando GSSG como producto final. La reduccién de
GSSG es catalizada por GSH reductasa (GR) en un proceso que requiere
NADPH. GR es un miembro de la familia de flavoproteina-disulfuro-
oxidoreductasa y existe en forma de dimero (37).

H,0, H,0

GPx

GSH GSSG

GR

NADP+ NADPH

Figura 4. Ciclo redox (GSH/GSSG).
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El Cambio del balance intracelular de GSH/GSSG es un indicador del estatus
redox de la célula. Bajo condiciones de estrés oxidativo, GSH es consumido
para neutralizar los radicales libres, por lo tanto los niveles de GSSG
aumentan. El cociente de GSH/GSSG vy la reduccion del potencial son dos vias
gue expresan el medio ambiente redox de la célula. En condiciones fisiol6gicas
normales el GSH/GSSG debe estar en proporciones de 90% para GSH y 10%
para GSSG, este cociente es quien determina la capacidad antioxidante de las
células (34, 35y 56).

3.6.2.3 Otras funciones bioldgicas de GSH

Es impresionante la actividad de GSH, ya que participa en muchas otras vias
metabdlicas importantes. Puede actuar como sustrato de la formaldehido
deshidrogenasa para formar S-formil-glutation. Este es fisiol6gicamente un
importante proceso de desintoxicacion ya que el formaldehido es un potente
producto cancerigeno (36, 37).

Puede actuar como co-factor de trans-hidrogenasas, en la reducciéon de centros

de ADN, proteinas y otras biomoléculas (36).

3.6.3 Alteracion del metabolismo de GSH y SM.

Alteraciones de la homeostasis y metabolismo de GSH ha sido ampliamente
reportado, para correlacionarlo con varias enfermedades metabdlicas
humanas. Muchos estudios asocian las enfermedades con el agotamiento del
GSH (37). El agotamiento puede ser inducido por tres diferentes mecanismos:
1) Oxidacion por especies reactivas.

2) Conjugacion a proteinas y electrofilos.

3) Destruccion a través de la membrana.

3.6.3.1 Obesidad
La obesidad afecta muchos érganos en el cuerpo, tales como higado, rifion y

corazén. Arterosclerosis y complicaciones cardiacas son los problemas mas
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comunes en individuos obesos. Evidencias sugieren que una fuente de estrés
oxidativo es la obesidad, por lo tanto incrementan los niveles de lipidos en los
tejidos, aunado a esto, el dafio oxidativo deprime la defensa antioxidante,
enzimas como CAT, GTS y GPX; asi como la defensa antioxidante no
enzimatica, principalmente el GSH. Un sin numero de investigaciones

relacionan la caida de GSH con la obesidad (41).

3.6.3.2 Hipertensién

Se ha mostrado que la hipertension esta asociada con disturbios en el
metabolismo del GSH. Células mononucleares tomadas de sujetos hipertensos,
muestran significativamente mas bajo la cantidad de GSH y mas alto el valor de
GSSG en comparacion a un grupo control (42). EI metabolismo de GSH en
eritrocitos es esencial no solo para el balance redox, sino también la
biodisponibilidad de ON en eritrocitos, desde ahi, puede contribuir al desarrollo

de hipertension (43).

3.6.3.3 Diabetes

Las enfermedades metabdlicas aparecen cuando una enzima critica es
deshabilitada o si un mecanismo control es afectado por una via metabdlica. La
elevada produccion de radicales libres y estrés oxidativo juega un papel central
importante en la patogénesis y sus complicaciones, incluyendo obesidad, la

cual es el factor critico en las enfermedades metabdlicas (44).

3.7 Consecuencias de la oxidacion proteinica.

El metabolismo celular aerébico, al utilizar el oxigeno como ultimo aceptor de
electrones en la cadena respiratoria causa inevitablemente la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO’s) que oxidan cualquier macromolécula a
su alcance (DNA, lipidos y proteinas). Las proteinas sufren varios tipos de

oxidacion; una de ellas es la formacién de grupos carbonilos, que ha sido
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utilizada metodologicamente para evaluar el grado de dafio oxidativo en
diferentes sistemas biologicos (45).

Cuando el H,O; se reduce con metales divalentes como el hierro y el cobre
aceptando un electrén no apareado se produce el radical hidroxilo (¢OH) por
medio de la reaccion de Fenton.

Dentro de las principales modificaciones que las proteinas sufren ante la
oxidacion son la perdida de la actividad catalitica, modificaciones en
aminoacidos, formacion de grupos carbonilos, alteracion de la estabilidad
térmica, cambio en la viscosidad, fragmentacion, formacion de enlaces
covalentes inter o intra proteinicos, formacién de puentes disulfuro y mayor
susceptibilidad a la protedlisis (45).

La carbonilacion ocurre principalmente en los residuos de prolina, arginina y
lisina, pues son los residuos mas susceptibles a la oxidacion catalizada por
metales (OCM). Los productos de la carbonilacion de estos residuos son el
semialdheido glutdmico (producto de la oxidacién de la arginina y prolina) y
semialdheidoaminoadipico (producto de la oxidacion de la lisina) (46).

La oxidacién por generacion de grupos carbonilo se lleva acabo quimicamente
por cuatro rutas principales:

1- Oxidacion directa de prolina, lisina, arginina y treonina por reaccion
con ERO’s

2- La segunda forma involucra la ruptura de la cadena polipeptidica por
medio de la ruta de a-amidacion o por la oxidacion de residuos de &cido
glutamico lo cual conlleva a la formaciéon de peéptidos en los cuales el
aminoacido N-terminal esta bloqueado por un derivado de a-cetoacilo.

3 y 4- Implican reacciones secundarias con moléculas que presentan
grupos carbonilos reactivos formados previamente por reaccion directa de
biomoléculas con ERO’s (46).

La oxidacion de proteinas provocadas por dafio directo en lisinas, argininas,
prolinas o treoninas, puede generar derivados carbonilo como aldehidos y
cetonas. La carbonilacion de proteinas es una oxidacion severa, por lo que
indican un estrés oxidativo mas severo y representan un marcador de oxidacion

proteinica estable.
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Los grupos carbonilos han sido detectados y cuantificados por conjugacion con
2,4-dinitrofenilhidrazina, la medicion de las entidades de carbonilo se realiza

espectrofotométricamente y por ensayos inmunohistoquimicos (46 y 47).

3.8 GLICINA

La glicina, un aminoacido sencillo, no esencial, y no presenta actividad Optica,
ha mostrado efecto benéfico cuando es suplementado en la dieta. En un
modelo experimental de obesidad e hipertensién inducidas por una dieta no
balanceada, la glicina reduce la presion arterial, los triglicéridos y la grasa intra-
abdominal (1).

NH, O

| |
H—C—-—C— OH

|

H

Figura 5. Estructura de la glicina.

3.8.1 Algunas funciones generales de la glicina.

Con base en la literatura disponible, la glicina tiene propiedades bioldgicas
importantes como neurotransmisor; en el sistema nervioso central la glicina
actia a través de su receptor, activador del canal de cloro (Gly-R) (48). Este

receptor fue detectado en células endoteliales y en células de Kupffer (48).
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3.8.2 Glicinay estrés oxidativo.

El efecto protector de la glicina ha sido observado en condiciones
experimentales de hipoxia/reoxigenacion, que esta asociado con incremento en
la generacion de radicales libres en tubulos proximales de rifidén, hepatocitos y
cardiomiocitos (49). Se ha reportado que la glicina protege las células
endoteliales contra el dafio de peroxido de hidrogeno y contra ciclosporina A

gue induce la formacién de radicales libres en rifion (50).

Asi la glicina puede inducir diferentes efectos para prevenir la formacion de
ERO’s; minimizando el deterioro de la actividad de las enzimas antioxidantes y
por inhibicién de la activacion de factor nuclear kB (51). Un aumento de ERO’s
causa una disminucion de la biodisponibilidad de oxido nitrico y causa
disfuncion endotelial, la cual induce deterioro en la vasorelajacion. El
tratamiento de ratas hipertensas (alimentadas con sacarosa) con glicina
incrementa los nitritos y nitratos (metabolitos de oxido nitrico) en el plasma (2).

La glicina puede modular el EO por su participacion en la sintesis de GSH que
ha sido descrita con detalle en la biosintesis de GSH. La disponibilidad de la

glicina ha estado descrita como una limitante para la sintesis de GSH (2 y 51).

3.8.3 Efecto de la glicina sobre su receptor.

El receptor de la glicina (Gly-R) fue purificado por primera vez por Pfeiffer y
Betz usando su alta afinidad por la estricnina (52).

El receptor de la glicina esta compuesto de tres subunidades proteinicas
distintas: una subunidad o de 48 kDa; una subunidad B de 58 kDa y una
subunidad citoplasmatica de anclaje (gefirina) de 93 kDa. El receptor de la
glicina esta compuesto de cinco subunidades, formadas a partir de
subunidades o o la combinacion de subunidades o y B que constituyen un
complejo pentamérico transmembranal. La region citoplasmica de la subunidad

B se encuentra formando un complejo con la proteina de anclaje, gefirina (53).
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Las propiedades funcionales del Gly-R estan relacionadas con la composicion
de las subunidades del pentdmero completo.

La glicina al activar los canales de cloro sensibles a este aminoacido de la
membrana plasmatica de las células de Kupffer y otras células de la serie
blanca, origina un influjo de iones de cloro (ClI) conduciendo a la
hiperpolarizacion de la membrana. Con estimulos externos inducidospor
endotoxinas, se produce un influjo dependiente del voltaje de calcio libre
extracelular a través de canales dependientes de voltaje.

Este incremento en el calcio intracelular es impedido debido al estado de
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica creado por la interaccion de la
glicina con su receptor. De esta manera se bloquea la produccion de sefiales
intracelulares y la produccion de citocinas que son dependientes del
incremento de calcio intracelular, lo que previene la cascada de produccion de
citocinas inflamatorias (53, 54 y 55).

La estricnina un alcaloide, es un antagonista del Gly-R; a bajas
concentraciones de este (500nM-1uM) revierte completamente el efecto de la
glicina (52, 53 y 57).
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4. HIPOTESIS

La glicina suplementada a la dieta de un modelo de SM reduce el estrés
oxidativo aumentando la biosintesis de GSH en diferentes tejidos tales como:

higado, rifidn, corazén y masculo esquelético

5. OBJETIVOS GENERALES

1. Investigar el mecanismo por lo cual la glicina reduce el estrés oxidativo,

inducido por una dieta alta en sacarosa en la rata.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

i. Evaluar el efecto de la glicina sobre la carbonilaciéon de proteinas, como
indice de estrés oxidativo.

ii. Investigar el efecto de la glicina sobre el glutation reducido (GSH),
glutation oxidado (GSSG) y sus precursores y-glutamilcisteina (y-GC) y
Cisteina (Cys), en diferentes tejidos, tales como higado, rifién, corazén y
musculo.

iii. Evaluar el efecto de la glicina sobre la expresién de las enzimas
antioxidantes como la catalasa y la glutation peroxidasa.

iv. Evaluar la participacion del receptor de la glicina en el mecanismo por el
cual la glicina reduce el grado de estrés oxidativo, utilizando estricnina

como inhibidor.
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7. JUSTIFICACION

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

En el SM, el estrés oxidativo juega un papel muy importante en el mecanismo
por el cual la acumulacion de grasa intra-abdominal esta asociada con la
resistencia a la insulina y con la hipertension factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

Investigar el mecanismo por lo cual la glicina reduce estos factores de riesgo es
de gran interés cientifico, para entender la importancia del estrés oxidativo en
el SM. Ademas el estudio de la biosintesis de GSH en un modelo de SM no se
ha estudiado a detalle, por lo cual este trabajo pretende esclarecer el
mecanismo por el cual la administracién de glicina participa en la biosintesis de
GSH.
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8. DISENO EXPERIMENTAL.

8.1 Tratamiento de los animales con sacarosa.

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

a) Control: ratas que recibieron solo agua de beber. Después de 20
semanas se subdividié el grupo en dos, es decir; seis ratas cada uno. Un
grupo seguira con agua y el otro grupo se le dara agua + Gly al 1 % por
cuatro semanas.

b) SM: ratas que consumieron sacarosa al 30 % en agua de bebida.
Después de 20 semanas se subdivide el grupo en dos, es decir; seis
ratas cada uno. Un grupo continuara con sacarosa al 30 % y el otro con

sacarosa + Gly (30 % y 1 % respectivamente), por cuatro semanas mas.

Al finalizar el tratamiento se pusieron las ratas en ayuno durante una noche. Al
siguiente dia se anestesiaron con pentobarbital sodico (80 mg/kgy), se
sacrificaron, y se extrajo el higado, rifion, corazén y musculo esquelético,
posteriormente se homogenizaron los tejidos utilizando un homogenizador
manual de 15 mL a 4° utilizando un buffer de lisis (50 mM NaF, 1% TritbnX100
y 100 mM Tris-HCI, 5 mM pirofosfato de sodio, 10 mM EDTA, a pH 7.2) con 1
mM de ortovanadato de sodio, 1 mM de fluoruro-fenilmetilsulfonilo (PMSF), 2
ug/mL de aprotinina y 2 ug/mL de leupeptina como anti-proteasa). Después se
centrifugd a 10 000 rpm durantel0 minutos a 4°C, para eliminar el tejido
conjuntivo y residuos celulares, ya obtenido el homogenizado se cuantifico

proteina utilizando el método de Lowry.
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destetadas

Tratamiento de los animales con sacarosa

8.2 Cuantificacion de proteina
La proteina se cuantificé segun el método de Lowry modificado.
Se prepararon tres soluciones:

1°. sol A (Na,COzal 1 %),

2°. sol B (tartrato de sodio y potasio al 1 %)

3°. sol C (CuSO,al 5 %).

El sobrenadante obtenido del proceso de homogeneizacion se diluyd 1:100 en
solucidn fisiolégica (NaCl al 0.9 %) y se medi6 la proteina con 100 uL de esta

solucién por duplicado.

Paralelamente se prepar6 una curva de calibracion con albumina de suero
bovino (ASB) a una concentracion de 1 ug/uL de la siguiente manera. Se

colocé: 0, 10,20, 40,60 uL de la solucion de albumina sérica de bovino (ASB)
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en tubos de ensayo y se llevo a 100 uL de solucion salina y se adicion6 1 mL
de la mezcla hecha con las soluciones A (10 ml), B (100 uL) y C (100 uL).
Después de 10 minutos de incubacion se adiciondé 100 uL de Folin 1IN y se

incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

La absorbencia se determin6 en un espectrofotometro Beckman a 750 nm. La
curva de calibracidon que corresponde a la absorbancia en funcién de las
concentraciones utilizadas de ABS es lineal y obedece a la ley de Lambert y
Beer, lo que permite determinar la concentracion de proteina presente en las

muestras (56).

8.3 Deterninacion de GPX-1y Catalasa por Western Blot

Se tomo el volumen necesario para 100 ug en proteina de cada muestra, se
suspendi6 en 25 uL de buffer de carga (20 % de glicerol; 4 % de SDS; de una
solucion de Tris-HCI 125 mM, pH 6.8; 10 % de 2-mercaptoetanol y 0.004 % de
azul de bromofenol) y se ajust6 el volumen a 50 uL con una solucién de Leamli
(Tris 40 mM, SDS 1 %, B-mercapto etanol al 1 %).

Se depositd 100 ug de muestra en un gel de poliacrilamida al 13 % el
resolvedor y al 6 % el concentrador, se colocd en una camara de minigel Bio-
Rad (10x10 cm x 0.75 mm). Las muestras se corrieron durante 100 minutos a
120 V. La transferencia de las proteinas se realiz6 en membrana de PVDF
(Polivinildenedifloride, tamafio de poro 0.45 um, Millipore Corporation) a 350
mA durante 20 minutos en una camara de transferencia en semi seco (Bio-
Rad, Trans Blot SD).

La deteccidn de proteinas no especificas se redujo bloqueando las membranas
en una solucién TBS (Tris base 25 mM , NaCl 150 mM) que contiene leche
descremada al 5 %, y 0.1 % Tween 20 , posteriormente las membranas se
incubaron con anticuerpos monoclonales contra GPX-1 y Catalasa (hecho en
conejo marca abcam, proteina purificada ) a una dilucion de 1:1000 en TBS
con 3 % de leche sin grasa en polvo, durante toda la noche a 4°C en agitacién

suave. Al final de incubacién las membranas se lavaron 3 veces con TBS-
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Tween (0.1 %) durante 5 minutos cada una y dos veces con TBS por 10

minutos cada uno.

Como anticuerpo secundario se utilizd anti-lgG de conejo conjugado con
peroxidasa a una dilucién de 1:1000 en TBS-Tween (0.1 %) a temperatura
ambiente durante 2 horas. Posteriormente se lavo 5 veces, dos veces con TBS-
Tween (0.1 %) y tres con solo TBS; las proteinas se revelaron por medio de
quimioluminisencia con un kit de luminol y H,O, (Millipore). Las membranas
incubadas con el reactivo quimioluminescente estuvieron expuestas a placas
radiograficas (BioMax,Kodar) durante 5 minutos. Las bandas obtenidas se
analizaron por densitometria en un analizador de imagen UVP (Inc, Upland,CA,
USA).

Para el control de carga, las mismas membranas se incubaron en una solucion
de 40 mM de SDS y 250 mM de glicina, pH:2, durante 30 minutos para eliminar
los reactivos y los anticuerpos utilizados anteriormente. Posteriormente se
incub6 en una solucion TBS-Tween (0.1 %) que contiene leche descremada al
5 % durante 1 hora, después se tratd las membranas de la misma manera
como se explico anteriormente pero en este caso se utilizé anticuerpo anti-o-

tubulina como control de carga.

8.4 Carbonilacion de proteinas.

En un tubo Eppendorf se colocdé 1 mg de proteina de las muestras de higado
de los diferentes tratamientos y se suspendié en una solucion salina hasta
completar un volumen de 400 uL, se adicion6 100 uL de sulfato de
estreptomicina al 10 %, se agité con vortex y posteriormente se centrifugd a 12
000 rpm durantel0 min para la precipitacion del ADN. Después se recupero el
sobrenadante y se agreg6 500 uL de una solucién de 20 % TCA (&cido tricloro-
acético), se centrifugd a 12 000 rpm durante 10min, se descartd el
sobrenadante. El pelet se re suspendi6 en 500 uL del reactivo 2,4
dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) al 10 mM en una solucion de HCL (1 N), se

incub6 durante una hora a temperatura ambiente agitando con vortex cada 15
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minutos. Posteriormente se agreg6 500 uL de una solucién de TCA al 20 % y
se centrifugd a 12 000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante se descarto y el
pelet se lavé 3 veces durante 10 minutos con 1 mL de etanol/acetato etilico
(1:1, v:v), para eliminar el exceso de 2,4-DNPH, la suspensién se centrifugd a
12 000 rpm durante 3 minutos para descartar el sobrenadante. El pelet
obtenido se re disolvio en 1 mL de urea 6 M por 15 minutos a 37°C, para
desnaturalizar la proteina. El material insoluble se eliminara por centrifugacion
12 000 rpm durante 3 minutos y finalmente se leyd en el espectrofotometro
(Beckman DU 640) a 360-390 nm. Para calcular el contenido de proteinas
carboniladas, se utilizé el coeficiente de absorcién molar de 22,000 M™* cm™,
finalmente se hizo el calculo y se reporté como concentracion de los carbonilos

por mg de proteina.

Cabe mencionar que para cada muestra se tuvo un blanco, que se trato de la
misma manera sin adicionar el reactivo 2,4-DNPH , para realizar el calculo, se

saco la diferencia entre el blanco y el reactivo (57).

8.5 Extraccion y cuantificacién de GSH, Cys, y-GC y GSSG por HPLC.

Se deposit610 mg de proteina en un tubo Eppendorff de 2 mL se adiciond 500
uL de solucion de extraccion que contiene 5 mM DETAPAc, 200 mM acido
metansulfonico, se agité con un vortex durante 30 segundos y se dejé reposar
por 10 min. Posteriormente se centrifugé a 10 000rpm durante 10 minutos a 4°
C.

El sobrenadante obtenido se filtr0 a través de una membrana de Nylon con
tamafio de poro de 0.45 um, posteriormente se inyectd al equipo de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) equipado con una columna de
fase reversa Waters Spherisorb ODS-2 5u 250 mm x 4.6 mm, acoplado a un
detector electroquimico equipado con un electrodo de carbono con referencia a
un electrodo de hidrogeno a 520 mV y un detector a 215 nm en luz visible. La
elucion se efectud por medio de una bomba cuaternaria con una fase movil de
0.05 M de NaH;PO4*H,0 y 0.05 mM de acido 1-Octanelsulfénico ajustado el pH
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a 3.0 con acido fosférico, con flujo constante de 1 mL/min.

Para cuantificar el GSH, y-GC y Cys en las muestras se hizo una curva
estandar utilizando GSH en soluciones de concentraciones conocidas. En esta

curva se interpolan las areas obtenidas para las muestras problema.

Posteriormente se hizo el calculo en base a la curva obtenida por el estandar y

se reportd la concentracion como nmol/ mg de proteina.

De la misma forma se cuantific6 GSSG con un detector con longitud de onda
de 515 nm en luz visible se hace una curva estandar utilizando GSSG en
soluciones de concentraciones conocidas. En esta curva se interpolan las
areas obtenidas para las muestras problema y posteriormente se hace el
calculo en base a la curva obtenida por el estandar.

8.6 Tratamiento de animales para evaluar la participacion del receptor

de la glicina.

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

a) Control: ratas control, solo se les dio agua de beber. Después de 20
semanas se subdividié el grupo en dos, es decir; seis ratas cada uno. Un
grupo se le dio agua y Gly al 1 %. Otro grupo se les dio agua+Gly (1 %)
+ estricnina (0.5 uM), por cuatro semanas mas.

b) SM: ratas que consumieron sacarosa al 30 % en agua de bebida.
Después de 20 semanas se subdividio el grupo en dos, es decir; seis
ratas cada uno. Un grupo con sacarosa al 30 %+ Gly (1 %) y el otro
grupo con sacarosa + Gly + estricnina (30 %, 1 % y 0.5 uM
respectivamente), por cuatro semanas mas.

Al finalizar del tratamiento se pusieron las ratas en ayuno durante una noche.

Al siguiente dia se anestesiaron con pentobarbital sodico (80 mg/Kgpc), el grupo
Control + Gly se dividié en dos y uno de ellos se inyecté un volumen de 1
mL/kgpc, por la vena porta inferior, un complejo acido oleico(AO)/albamina (4

mM/1 mM), después de 30 minutos se extrajo el higado, rifidn, corazén y
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musculo esquelético. El otro grupo sirvio como referencia para evaluar el efecto
del 4cido oleico.

De la misma forma los grupos con SM se dividieron de la siguiente forma:
SM+Gly y SM+Gly+Oleico; y SM+Gly+Estrecnina y SM+Gly+Estricnina+Oleico.
Posteriormente se homogeizaron los tejidos utilizando un homogenizador y una
solucion de lisis antes descrito. Después se centrifug6 a 10 000 rpm durante 10
min a 4°C, para eliminar el tejido conjuntivo y residuos celulares, ya obtenido el
homogeneizado se cuantificd proteina utilizando el método de Lowry.

Se cuantific6 GSH, Cys, y-GCS y GSSG por HPLC y se determiné el grado de

oxidacion de proteinas por carbonilacion.
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9 RESULTADOS.

9.1 Caracteristicas generales de los animales.

El tratamiento de las ratas Wistar con sacarosa durante 24 semanas indujo una
mayor acumulacion de grasa intra-abdominal y un aumento en la concentracion
de los triglicéridos en comparacion con los animales control.

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

glicina no tuvo efecto en los animales control.

TABLA 1. Caracteristicas generales en el modelo.

C SM C +Gly SM +Gly
Peso corporal (g) 448 +12 475 +10 467 + 15 466 + 9
Crasaintraabdominal ¢, 14 234+18 63+19  98+19

(9)
Triglicéridos (mg/dL) 43.1+ 7.5%*  96.9 +7.1 32.8+4.3 75.0 + 7.0*

Colesterol (mg/dL) 38.4+12.8 422 +13.2 479+12.1 55.1+16.9
Glucosa (mmol/L) 6.0+ 1.0 5.9+1.2 5.5+0.7 6.4+1.5
Insulina (uUI/mL) 8.1+ 1.78 15.2+ 3.1 3.7+1.88 9.4+1.48

Los triglicéridos, el colesterol, la glucosa y la insulina fueron evaluados en el plasma.
Los valores representan la media + DS, n = 6 a 8 diferentes animales. *** p< 0.001 (C
vs SM) * p<0.05 (SM +Gly vs SM), %p=0.01 (C vs SM) y SM vs SM+Gly, 1 p<0.05 (C vs
SM).



9.2 Efecto de la Gly sobre la biosintesis de GSH en los diferentes

organos.

9.2.1 Higado

El estatuto redox GSH/GSSG es un importante indice para determinar el
equilibrio entre la produccion y neutralizacion de radicales libres. La proporcion
de este cociente en higado, es de 100:1 respectivamente, en condiciones
fisiolégicas normales. Se ha demostrado que el higado presenta las
concentraciones mas altas de GSH, ya que en éste tejido presenta una

actividad metabdlica mayor.

En la Tabla 2 se ilustra los cambios en las concentraciones de GSH, producto y
precursores; en el higado de los animales tratados con glicina y sin glicina. La
concentracion de GSH en animales control es significativamente mas alta en
comparacién con animales con SM, ya que en el SM hay una sobreproduccion
de ERO’s que derivan del exceso de sacarosa ingerida. Inversamente la
cantidad de GSSG en animales control es significativamente menor que en
animales con SM. El cociente GSH/GSSG disminuye significativamente en el
SM en comparacion con el higado de los animales controles.

En cuanto a la Cys es menor en animales con SM con respecto a controles, sin
embargo, esta disminucidn no es estadisticamente significativa. Asi mismo la y-
GC es menor en animales con SM respecto a controles, pero no hay una

diferencia significativa.

Cuando la Gly es suministrada a animales controles, éstos presentan un
aumento significativo en la produccion de GSH con respecto a los controles sin
glicina, pero a su vez hay un aumento en la producciéon de GSSG pero éste
aumento no es significativo. Por otro lado en animales con SM la glicina
aumenta significativamente la produccion de GSH y disminuye la de GSSG con
respecto a animales con SM. Estos resultados sugieren que la Gly promueve la
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biosintesis del GSH, revirtiendo el efecto de los radicales libres.
En cuanto al contenido de Cys y de y-GC, no existe diferencia significativa

entre ellos en todas las diferentes condiciones experimentales.

TABLA 2.Efecto de la glicina sobre la concentraciéon de glutation reducido (GSH),
glutation oxidado (GSSG), cisteina (Cys), -glutamilcisteina(-GC), y sobre el cociente
redox GSH/GSSG en higado de ratas.

C CG SM SMG

GSH
(nmol/mg) | 455+17.1%  87.7457.9f  17.4+11.12%  40.0+13.4

GSSG 0.740.5 0.8710.6  2.179+0.747%%*  1.0+0.5
(nmol/mg)

Cys 17.6+11.63 20.0+16.4 7.218+10.4 23.3+19.9
(nmol/mg)

¥-GC 11.345.7 17.747.2 4.60+2.21 12.945.1
(nmol/mg)
GSH/GSSG | 105 6.1803%° 14141024 8.91+6.41 4624235
(nmol/mg)

Los valores representan la media + DS, n = 4 a 9 diferentes animales. * p< 0.001 (C vs
SM) ** p<0.005 (SM vs SMG), **p<0.05 (SM vs SMG), ©° p<0.001 (C vs SM),
$p=0.001 (SM vsSMG),} p<0.5 (CG vs SMG), en animales control C, control+glicina CG,

sindrome metabdlico SM y SM+glicina SMG.

9.2.2 RifiGn

El rindbn es uno de los 6rganos mas activos metabolicamente ya que tiene
como funcién principal, la filtracion de la sangre y excrecién de residuos
metabdlicos del organismo. Por ende es un tejido con gran impacto por los
radicales libres generados por la dieta o por la accion catalizada por metales.
La Tabla 3 muestra que la cantidad de GSH en los animales controles es

significativamente mayor con respecto a los animales con SM.



TABLA 3. Analisis y cuantificacion por HPLC de la concentracién de glutation reducido
GSH, glutation oxidado GSSG, cisteina Cys, j~glutamilcisteina -GC, cociente del par
redox GSH/GSSG en rifidn de ratas.

C CG SM SMG

GSH 6.342.4* 12.343.7 1.1+0.6** 9.443.6
(nmol/mg)

GSSG 0.87£0.27%*  1.2+0.31 2.0+0.72¢ 1.5+0.75
(nmol/mg)

Cys 7.640.91” 11.3+4.7 2.442.6 6.445.7
(nmol/mg)

7-GC 0.52+0.44 3.242.3 0.57+0.71 1.040.62
(nmol/mg)

GSH/GSSG 7.042.38 12.0+4.0 0.70+0.4°° 8.046.6
(nmol/mg)

Los valores representan la media + DS, n = 4 a 9 diferentes animales. * p< 0.001 (C vs
SM) ** p<0.005 (SM vs SMG), **p<0.05 (C vs SM), % p<0.001 (SM vs SMG),%
p<0.01 (C vsSM),¥ p<0.05 (SM vs SMG), <0.001 (C vs SM). En animales
control C, control+glicina CG, sindrome metabdlico SM y SM+glicina SMG.

Por otro lado, en animales con SM hay un aumento en el GSSG con respecto a
animales controles, que se refleja en una importante disminucion del
GSH/GSSG en los animales con SM. Los resultados muestran que el cociente
GSH/GSSG, refleja una proporcion del orden de 10:1, lo cual coincide a lo que

esta reportado en la literatura (35).

La Tabla 3 muestra una disminucion en la cantidad de la cisteina en los
animales con SM. En cuanto a la cantidad de y-GC en el tejido no presenta
cambios entre los diferentes tratamientos. El tratamiento de los animales con
Gly induce un aumento significativo en la produccién de GSH en animales con
y sin SM, y esta reflejado en un aumento en el cociente GSH/GSSG, lo cual
indica que la glicina en los animales reduce el indice de EO en los animales
con SM. En el caso de los precursores del GSH, la glicina normaliza la

concentracion de la cisteina y no afecta la y-glutamilcisteina.



9.2.3 Corazbén

El corazon es el 6rgano mas activo de todo el organismo, es el encargado de
bombear la sangre a través de todo el cuerpo. Se ha demostrado que en
condiciones de isquemia/reperfusion hay un aumento en la produccion de
radicales libres que causan dafio al funcionamiento por disminuir la
disponibilidad del ON induciendo un aumento en la vasoconstriccion, que esta
implicada en el desarrollo de hipertension arterial, asi el funcionamiento éptimo
de este tejido depende de su sistema de defensa antioxidante, y por lo tanto de

la funcidn que puede tener el GSH dentro de este tejido.

La Tabla 4 muestra que en animales con SM hay una disminucion significativa
de GSH un aumento en la produccién de GSSG con respecto a los animales
control. Por otro lado la Cys no presenta diferencia significativa entre los
animales controles y con SM. De manera analoga se observa diferencia

significativa en la concentracion del y-GC entre ambos animales.

TABLA 4. Glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG), cisteina (Cys), »
glutamilcisteina (-GC) y cociente del par redox GSH/GSSG en corazén de ratas.

C CG SM SMG
GSH 1.9+0.2* 3.51+1.0 0.938+0.41** 2.0+1.4
(nmol/mg)
GSSG 0.7+0.13%** 0.94+0.5 1.7+1.04°° 0.45+0.24
(nmol/mg)
Cys 0.4+0.32 0.7+0.5 0.41%0.5 0.6:+0.53
(nmol/mg)
r-GC 0.28+0.19 0.6+0.366 0.22+0.18 0.5+£0.22
(nmol/mg)
GSH/GSSG 2.84+0.6% 5.2+4.1 0.78+0.62% 3.412.6
(nmol/mg)

Los valores representan la media + DS, n = 4 a 9 diferentes animales. * p< 0.001 (C vs
SM) ** p<0.05 (SM vs SMG), **p<0.05 (C vs SM), °° p<0.001 (SM vs SMG), & p<0.07
(C vsSM),1 p<0.05 (SM vs SMG). Enlos animales control C, control+glicina CG, sindrome
metabdlico SM y SM+glicina SMG.



En cuanto al cociente GSH/GSSG se observa una disminucion en el SM en
comparacion con los animales control. La administraciéon de la Gly a los
animales controles como a los animales con SM, induce una aumento
significativo en la cantidad de GSH en el corazon. La Gly induce un aumento
en el cociente GSH/GSSG en ambos grupos de animales,

Entre los cuatro grupos investigados no se encontrd diferencia significativa en

la cantidad de Cys y de y-GC.

9.2.4 Mdusculo

En el mdsculo, al igual que los deméas 6érganos, el SM disminuye
significativamente el GSH y aumenta el GSSG en comparacion con animales
controles (Tabla 5). Estos cambios se reflejan en un aumento de cociente
GSH/GSSG. En los animales con SM la cantidad de Cys en el SM reduce la
concentracion de éste aminoacido a diferencia de la y-GC que no se observo

diferencia significativa entre los dos grupos.

Cuando se les administra Gly en el agua de bebida a los animales controles y
con SM, hay un aumento significativo en la concentracion del GSH con
respecto a su testigo. Por ejemplo, los animales con SM+Gly aumentaron
significativamente la cantidad de GSH con respecto a los animales con SM y
analogamente disminuyeron la cantidad de GSSG aunque no de una manera
significativa. También los animales C+Gly aumentaron la cantidad de GSH con
respecto a los animales control, aunque no fue significativo el incremento.

En cuanto a la Cys no se observé diferencia significativa entre los grupos de
animales controles con y sin glicina, con excepcion de los animales con SM, la

Gly induce un aumento en la Cys en el SM.
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Tabla 5. Efecto de la glicina sobre el contenido de glutatiéon reducido (GSH), glutation
oxidado (GSSG), cisteina (Cys), j~glutamilcisteina(GC)y cociente del par redox
GSH/GSSG en musculo esquelético de ratas.

C CG SM SMG
GSH 3.9+0.8* 4.8+1.0 2.040.32 3.640.9
(nmol/mg)
GSSG 0.55+0.1%**  0.34£0.07  0.7£0.26***  0.4+0.08
(nmol/mg)
Cys 1454102  29.8+15.58% 3.3+1.6 7.446.1
(nmol/mg)
7-GC 0.61+0.3 1.6+0.42 0.67+0.40 0.44+0.22
(nmol/mg)
GSH/GSSG 7.2+1.4¢ 14.342.5 3.3342.0°° 8.742.9
(nmol/mg)

Los valores representan la media + DS, n = 4 a 9 diferentes animales. * p< 0.01 (C vs
SM) ** p<0.5 (C vs SM), **p<0.5 (SM vs SMG), ° p<0.001 (SM vs SMQG), & p<0.07
(CG vs G, SM y SMG), T p<0.05 (C vs SM), en los animales control C, control+glicina CG,
sindrome metabdlico SM y SM+glicina SMG.

9.3 Efecto de la glicina sobre la carbonilacion de las proteinas como

marcadores de estrés oxidativo en el SM.

La cuantificacién de los grupos carbonilos en las proteinas por medio de su
reaccion con el 2,4-DNPH, es un indice de estrés oxidativo.

Nuestros resultados (Tabla 6) muestran que el consumo de sacarosa induce un
aumento significativo en el contenido de las proteinas carboniladas, como

indice de EO en todos los érganos estudiados.

El tratamiento con Gly de los animales con SM reduce la concentracion de los
carbonilos en la proteinas hasta los niveles encontrados en los animales
controles en todos los érganos excepto el higado. En higado y en el riidn de
los animales controles, la glicina induce un aumento en las proteinas
carboniladas, pero este aumento no alcanza diferencia estadisticamente

significativa.



TABLA 6. Efecto de la glicina sobre el contenido de carbonilos en proteinas de
diferentes tejidos, en animales controles y con SM

Controles SM
(nmol/mg) (nmol/mg)
-Gly +Gly -Gly +Gly
Higado 0.133+0.03* 0.33+0.2 1.54+0.82%** 0.6£0.14
Rifidon 0.46£0.33** 0.78£0.12 1.56+0.7*** 0.8+0.4
Corazon 0.80+0.3% 0.83£0.35 1.8+0.6™*** 1.1+£0.62
Musculo 0.75+0.1* 0.43£0.25 1.31£0.61s5 0.6£0.5°°

Los valores representan la media + DS, n = 4 a 9 diferentes animales. * p< 0.001 (C vs
SM) ** p<0.05 (C vs SM), ***p<0.05 (SM vs SMG), % p<0.001 (SM vs C), § p<0.005 (SM
vs SMG), T p<0.5 (Cvs SM).

9.4 Evaluacién por Western Blot de la expresion las enzimas

antioxidantes, GPX y Catalasa.

En el modelo de SM, el estrés oxidativo puede ser debido a un desequilibrio
entre el sistema antioxidante y la produccién de ERO’s (producido por un
exceso en la ingesta de hidratos de carbono). Una sobreproducciéon de ERO’s
implica mayor actividad en el sistema antioxidante; la GPX y la catalasa dos
enzimas muy importantes en éste proceso, tienen como sustrato principal al
H.O, que es sintetizado por la actividad de la enzima SOD. La reduccion de
peroxido de hidrégeno por la GPX y la Catalasa deriva en la produccién de
H.O.



9.4.1 Higado

En homogeneizado de higado, la enzima GPX-1 no muestra diferencia en su
expresion entre los animales tratados: control con y sin glicina; y SM, con y sin
glicina (Figura 6). Por otro lado la catalasa en animales control y control+Gly
muestra menor expresion en comparacion con animales SM y SM+Gly. El
control de carga a-Tubulina refleja que en todos los pozos se cargé la misma

cantidad de proteina

SMG SM CG C

GPX-1 23kDa

Catalasa 55kDa

a-Tubulina 51kDa

Figura 6. Andlisis por Western Blot de GPX-1, Catalasa en presencia dea-Tubulina
como control de carga. En animales control C, control+Glicina CG, Sindrome
Metabdlico SM, SM+glicina SMG.

9.4.2 Rifd6Nn

SMG SM CG C

GPX-1 23kDa

Catalasa 55kDa

a-Tubulina 51kDa

Figura 7. Expresion de enzimas antioxidantes por Western Blot. Glutation peroxidasa
GPX-1, Catalasa y a-Tubulina como control de carga. En animales control C,
control+Glicina CG, Sindrome Metabdlico SM, SM+glicina SMG.
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La glicina suplementada en el agua de bebida a los animales control y SM no
induce diferencia en la expresion de la GPX-1, en el homogeneizado de rifién
(Figura 7), sin embargo, la expresion de la catalasa presenta un aumento
minimo en animales controles tratados con glicina. Entre los animales SM con y

sin glicina no existe diferencia en la expresion de la catalasa.

9.4.3 Corazon

La Figura 8, el andlisis por Western Blot en homogeneizado de corazén de
animales control y SM, tratados con y sin glicina, muestra que no existe
diferencia de la expresion de la enzima GPX-1. En cuanto a la expresion de la
catalasa el sindrome metabdlico induce una disminucién en su expresion y que

el tratamiento con glicina aumenta su expresion en ambos animales.

GPX-1 23kDa

SMG SM G C

«-Tubulina 51kDa

Figura 8. Expresion de enzimas antioxidantes por Western Blot. Glutation peroxidasa
GPX-1, Catalasa y a-Tubulina como control de carga. En animales control C,
control+Glicina CG, Sindrome Metabdlico SM, SM+glicina SMG.

9.3.4 Musculo
La figura 9 muestra un ligero aumento en la expresion de la GPX-1 en los
animales SM con respecto a los animales con SM+Gly. En cuanto a los

animales control con y sin glicina, la expresion es la misma.
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Por otro lado la catalasa en los animales que se les administro Gly tienen una
disminucién en su expresion con respecto a los animales que no consumieron
Gly.

GPX-1 23kDa

Catalasa 55kDa

a-Tubulina 51kDa

wn
=
(q
wn
=
o
(1]
)

Figura 9. Expresion de enzimas antioxidantes por Western Blot. Glutation peroxidasa
GPX-1, Catalasa y a-Tubulina como control de carga. En animales control C,
control+Glicina CG, Sindrome Metabdlico SM, SM+glicina SMG.

9.5 Participacion del receptor de la Gly en la biosintesis de GSH en el

higado.

La investigacion de la participacion del receptor de la glicina (Gly-R) en la
biosintesis del GSH en los animales con y sin SM se ha realizado por medio del
uso en estricnina, un antagonista con alta afinidad del Gly-R, a bajas
concentraciones (500 nM) con la finalidad de describir la posible participacion
del receptor de la Gly en el mecanismo por lo cual la glicina reduce el estrés
oxidativo en los animales con SM.

La administracion de acido oleico induce la generacion de ERO’s y un aumento
en los niveles de estrés oxidativo en animales in vivo, por lo tanto el sistema de
defensa antioxidante se activa para neutralizar estos ERO’s.

La Tabla 7 muestra que la administracién de acido oleico en animales control y
SM sin Gly disminuye la concentracion de GSH y aumenta el glutation oxidado

GSSG. La administracion del acido oleico no afecta significativamente la

12
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concentracion del GSH en el higado de ambos animales con glicina, tampoco
altera la cantidad de GSSG.

La administracion de Gly (1 %) en el agua de bebida aumenta los niveles de
GSH en ambos animales con y sin SM.

Sin embargo, la estricnina antagonista del Gly-R, en presencia de acido oleico
revierte el efecto de la Gly en el control disminuyendo el GSH y amentando el
GSSG. En el higado de los animales con SM la estricnina aumenta el GSSG y
no muestra efecto sobre el GSH. La estricnina en ausencia de &cido oleico no
afecta las proporciones de GSH ni de GSSG. La estricnina revierte el efecto de

la Gly e induce un desbalance en el cociente GSH/GSSH.
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TABLAY. Efecto del acido oleico y la estricnina sobre el glutation en el homogenizado de higado.

Controles Sindrome Metabélico
(nmol/mg)
G (@] GO GE GOE G O GO GE GOE
GSH 87.7457.9 * 12.9+3.4 89.4+20.7 71.0+£16.5 58.1+119°° 40+13.4** 7.4+0.24¢ 30.6£26.8 # 55.7+38.3 67.0+15.7
GSSG
0.87+0.6 *** 2.7+0.3° 0.98+0.2 0.46+0.222 1.5+0.2 § 1+0.5%*** 3.5£0.21¢ 1.2+0.7 # 0.57+0.15 2.2+1.2
GSH/GSSG 141.0+102% 4.8+7.4 97.3+45.2 189.9+129.1 39.4+12.2 46.2+23.5 3.0£35¢ 27.52+24 # 98.0+69.0 46.1+43.0

Los valores representan la media + DS, n = 3 a 6 diferentes animales. * p< 0.001 (CG vs CO), ** p<0.001 (SM vs SMO), ***p<0.05 (C vs
CGEO), **** p<0.005 (SMG vs SMGEO), ° p<0.001 (CO vs CG), ®°p<0.005 (C vs CGFO),5p<0.01(C vs CGEO), ¥ p<0.05 (Cvs CO, CGO y CGFO), ¢

p<0.005 (SMO vs SMGFO), # p<0.005(SMGO vs SMGEFO). En animales+Gly: G;
GE;+Gly+Oleico+Estricnina:

+Oleico:

O; +Gly+Oleico: GO;

+Gly+Estricnina:
GOE



9.6.1 Efecto de la estricnina sobre la oxidacion de proteinas en el
higado.

Los cambios en el estatuto redox (GSH/GSSG) estan asociados con un
aumento en la generacion de especies reactivas que causan modificacion de

las proteinas por carbonilacion.

La Tabla 8 muestra que la administracion del &cido oleico aumenta la cantidad
de los carbonilos en el homogeneizado de higado en ambos animales con y sin
SM. La Gly reduce la cantidad de las proteinas carboniladas en los animales
con SM en comparacion con los animales controles. La administracion del
acido oleico en presencia de estricnina exacerba el aumento en la
concentracion de las proteinas carboniladas en ambos animales tratados con
glicina. La estricnina no afecta la carbonilacion de las proteinas en los animales
tratados con glicina. La glicina reduce el aumento de la carbonilacion inducido
por el &cido oleico, tanto en animales control y con SM; aunque este

abatimiento no es por completo en comparacién con los animales control.
El tratamiento de los animales con estricnina como antagonista del receptor de

glicina (Gly-R) revierte el efecto protector de la glicina en las diferentes

condiciones.
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Figura 10. Efecto del acido oleico y la glicina en presencia de estricnina sobre la
carbonilacién de proteinas en higado
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Los valores representan la media + DS, n = 3 a 6 diferentes animales. * p< 0.001 (C vs
CO), % p<0.001(CO vs CGO) y (SMO vs SMGO),$$ p<0.05 (CGO vs CGFO), ° p<0.01
(SMGE vs SMGEO). En animales controles (con glicina y sin glicina) y en animales SM
(con glicina 'y sin glicina),con oleico O, Control+Gly+Oleico GO,
Control+Gly+Estricnina GE, Control+Gly+Oleico+Estricnina GOE y SM+Gly+Oleico
GO, SM+Gly+Estricnina GE, SM+Gly+Oleico+Estricnina GOE.



10. DISCUCION.

En nuestro laboratorio ha sido desarrollado un modelo experimental de SM
inducido por un alto consumo de sacarosa, el cual causa alteraciones en el
metabolismo de lipidos que contribuyen al desarrollo de la obesidad, la
hipertension y la resistencia a la insulina (5-7, 58 y 59).

En este modelo, el aumento de los triglicéridos observado en los animales con
SM, refleja una alta actividad lipogénica en el higado (58). La
hipertrigliceridemia resulta en una acumulacién del exceso de energia como
triglicéridos en el tejido adiposo sobre todo en la cavidad intra-abdominal. La
acumulacion de grasa intra-abdominal se asocia con alteraciones en el
metabolismo de los lipidos y de la glucosa y con la hiperinsulinemia e
hipertension (1, 4, y 58) como se ha encontrado en nuestro modelo de SM. El
mecanismo por el cual se acumula grasa en el tejido adiposo esta bien descrito
en la literatura (6). En el tejido adiposo hay una alta actividad lipolitica que esta
asociada con mayor liberacion de acidos grasos no esterificados o libres.

El aumento descontrolado de acidos grasos libres en el torrente sanguineo,
desencadena un desequilibrio en la produccion de ERO’s; como consecuencia
estas especies dafian directamente a la célula y a las biomoléculas, que son
fundamentales para un buen funcionamiento celular (11, 19, 22 y 46).

La sobreproduccion de ERO’s es controlada por el sistema de defensa
antioxidante, en los cuales intervienen fuentes enzimaticas y no enzimaticas
(28, 29).

El tripéptido glutation (GSH) es una de las fuentes antioxidantes mas
importantes para la funcion de la célula. Ademéas el GSH hace parte del
cociente redox GSH/GSSG que esta asociado directamente con el estrés
oxidativo. EI GSH rapidamente reacciona donando un electron reduciendo el
H,O, y otros hidroperdxidos lipoliticos, formando un puente disulfuro con otra
molécula de glutation dando glutation oxidado por medio de la glutation

peroxidasa (36).
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La biosintesis de GSH puede ser llevada a cabo por dos vias principalmente, la
sintesis de novo o directamente por via de la reserva que se involucra en su
degradacion. La primera requiere de la biodisponibilidad de tres aminoacidos,
el &cido glutdmico, la cisteina y la glicina. Esta sintesis es mediada por la
actividad consecutiva de las enzimas y-GCS y GS. Una vez formado el GSH,
es distribuido libremente en el citosol, en el reticulo endoplasmico, nucleo y
mitocondria (34-37).

El SM inducido por alto consumo de sacarosa en los animales esta asociado
con una disminucién en el contenido del GSH, un aumento en el GSSG y en un
aumento en el contenido en proteinas carboniladas en los diferentes tejidos
analizados. Estos resultados indican un aumento en el estrés oxidativo en los
diferentes tejidos analizados probablemente debido a un aumento en la
generacion de radicales libres, por ejemplo, en mitocondrias de higado (61) en
rifion, en corazén y en musculo esquelético estudio publicado en nuestro
laboratorio han mostrado que la mitocondria participa en la generacién de
estrés oxidativo en el SM. También la deplecion del GSH ha sido asociada con
estrés oxidativo en células hepéticas (62) e induce oxidacion del ADN en

diferentes 6rganos in vivo (63).

En nuestro modelo de SM la reduccién en la concentracién del GSH puede ser
también una causa del estrés oxidativo observado en los animales. Por otro
lado la disponibilidad de la cisteina que es precursor del glutation puede influir
en su biosintesis. En los animales con SM, la cisteina ha sido encontrada
disminuida en todos los tejidos analizados. Cabe sefalar que la cisteina es un
aminoacido no esencial y el organismo puede sintetizarla a partir de la

metionina y de otras moléculas estructurales.

La administracion de glicina (1%) en el agua de bebida de los animales control
y SM induce un aumento en la biosintesis de GSH, una disminucion en el
GSSG y en la carbonilacion de proteinas en todos los diferentes tejidos
estudiados. Estos resultados sugieren que la glicina disminuye el estrés
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oxidativo en los tejidos analizados por modulacion del cociente redox
(GSH/GSSQG) y participando en el biosintesis del GSH.

El aumento en la concentracion de glutation puede ser debido a la
biodisponibilidad de glicina, que es un precursor directo del glutatién. La via de
la biosintesis del glutation incluye la reaccion de la glicina con la y-glutamil-
cisteina por medio de la glutation sintetasa. Los resultados muestran que el SM
reduce la concentracion de la cisteina y de la y-glutamil-cisteina en los
diferentes tejidos analizados. El mecanismo por el cual el SM reduce la
concentracion de los dos precursores del glutation no esta bien establecido en
nuestro modelo pero el estrés oxidativo ha sido asociado con disminucion en
los tioles en diferentes condicione experimentales (64). La disminucion de
cisteina asi como la y-glutamil-cisteina pueden afectar la via de la sintesis del
GSH. El tratamiento de los animales con glicina aumenta la concentracion de la
cisteina y de y-glutamil-cysteina en todos los tejidos analizados en ambos
animales. Por lo tanto la sintesis de novo de la cisteina puede promoverse por
medio de la glicina suplementada en la dieta de los animales. Recientemente
se ha descrito que la suplementacién de la glicina junto con cisteina en la dieta
de pacientes con diabetes no controlada (65)y en sujetos con edad avanzada
(66)induce un aumento del GSH. En el modelo de SM tratado solamente con
glicina, el aumento del GSH se refleja en un cambio en el cociente GSH/GSSG
y una disminucion el carbonilacion de proteinas.

Recientemente, el mecanismo por el cual la glicina en la dieta protege contra el
estrés oxidativo y aumenta la sintesis de GSH ha sido propuesto que depende
del transportador de glicina GLYT1 (67).

En nuestro trabajo no hemos analizado la participacion del trasportador de
glicina pero el efecto protector de la Gly es sensible a estricnina un antagonista
de receptor de glicina. La glicina por medio de su receptor activa un canal de
cloro que despolariza la membrana inhibiendo la entrada de Ca++ dependiente
de voltaje (53-55). Este efecto de la glicina a través de su receptor ha sido la
propuesta del mecanismo por el cual la glicina ejerce un efecto anti inflamatorio

in diferentes condiciones patolégicas (50).
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En el higado donde la glicina ha mostrado su efecto benéfico de una manera
muy clara, la administracién del acido oleico causa un aumento en el estrés
oxidativo, aumentando la concentracion de GSSG, disminuyendo la
concentracion de GSH y aumentando las proteinas carboniladas. Esto sugiere
que el acido oleico induce un aumento en la generacion de EROs al nivel de la
mitocondria de higado como se ha reportado recientemente en nuestro modelo
(61).

La proteccion de la glicina contra el estrés oxidativo inducido por acido oleico
puede ser atribuida al GSH aumentado en el higado de los animales tratados
con glicina. Por otro lado al bloquear el receptor con estricnina, la Gly pierde su
efecto benéfico sobre la produccién de ERO’s inducida por acido oleico, y
como consecuencia la sintesis de GSH disminuye, el cociente GSH/GSSG
disminuye y el indice de proteinas carboniladas aumenta. Este resultado
sugiere que el efecto protector de la glicina contra el estrés oxidativo inducido
por &cido oleico esta mediado por su receptor que es sensible a estricnina y

que activa el canal de cloro.
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CONCLUSIONES

El sindrome metabdlico inducido en las ratas Wistar por alto consumo de
sacarosa, estd asociado con estrés oxidativo y disminucion de la
concentracion del GSH en los diferentes tejidos analizados.

La glicina suplementada a la dieta de los animales con SM tiene un
efecto benéfico sobre el estrés oxidativo por medio de un aumento en la
biosintesis del glutation.

La glicina protege contra el estrés oxidativo inducido por el acido oleico
por medio de la activacién de su receptor sensible a estricnina y que

activa el canal de cloro.
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