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1. Resumen
El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones metabdlicas tales como la

obesidad, la resistencia a la insulina asi como la hipertensién que son factores de
riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. La resistencia a la
insulina induce un aumento de actividad lipolitica en el tejido adiposo abdominal
promoviendo la liberacién de acidos grasos libres (AGL) hacia el torrente sanguineo,
estos AGL pueden inducir estrés oxidante produciendo una disfuncion endotelial.
Por lo tanto el objetivo del presente estudio es elucidar el mecanismo por el cual los
AGL inducen estrés oxidativo promoviendo una disfuncién endotelial y el efecto
protector de la glicina. Para este fin se ha desarrollado un modelo animal de
sindrome metabdlico administrando 30% de sacarosa en el agua de bebida durante
24 semanas en ratas macho Wistar y al termino de las 24 semanas se les administré
glicina al 1% en el agua de bebida por 4 semana mas, de esta manera se evaluo el
efecto de los AGL como generadores de estrés oxidativo sobre la reactividad
vascular en anillos de aorta y el efecto protector de la glicina contra el estrés
oxidativo. La administracion de sacarosa al 30% aumentd de manera significativa la
presion arterial, los niveles de grasa intra-abdominal, los AGL (P<0.01) y leptina
(P<0.05). Mientras el tratamiento de los animales con glicina mejoro todos los
parametros encontrados alterados en las retas con sindrome metabdlico (presion
arterial, grasa abdominal, insulina y triglicéridos). Los anillos de aorta aislados de
las ratas con sindrome metabdlico muestran una menor vaso-relajacion
comparados con las ratas a las que se les administro la glicina (P<0.05). La glicina
revierte el estrés oxidativo generado por los AGL en los anillos de aorta aumentando
la vasodilatacién inducida por el acetilcolina en los anillos de aorta de los animales

con sindrome metabdlico.

Palabras clave: Sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, obesidad, acidos

grasos libres, estrés oxidativo, glicina.
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2. Abstract
The metabolic syndrome, is a cluster of metabolic disorders such as obesity, insulin

resistance and hypertension which are risk factors for developing cardiovascular
diseases. The insulin resistance provokes an increased in the lipolitic activity on the
tissue adipose causing the release of free fatty acids (FFA) in the bloodstream, these
FFA can induce oxidative stress producing an endothelial dysfunction. The aim of
this study is to elucidate the mechanism for the FFA, which induces oxidative stress,
trigger endothelial dysfunction and the protective effect to the glycine. We have
developed an animal model of metabolic syndrome by administering 30% of sucrose
in the drinking water for 24 weeks in wistar male rats and at the end of the 24 weeks
1 % of glycine was administered for 4 more weeks. We evaluated the effect of the
FFA as generators of oxidative stress in the vascular reactivity in aorta rings and the
effect of the glycine against oxidative stress. The administration of sucrose
significantly increased the blood pressure, abdominal fat levels, FFA (P<0.01) and
leptin (O<0.05). While the animal treatment with glycine improved all the parameters
found altered in the rats with metabolic syndrome (blood pressure, abdominal fat,
insulin and triglycerides). The aorta rings from the rats with metabolic syndrome
show lower relaxation vessel compared with the rats that were administered glycine
(P<0.05). The glycine protects against oxidative stress which generates from the
FFA in the aorta rings increase the relaxation vessel induced by acetylcholine in the

aorta rings from the animals with metabolic syndrome.

Key words: Metabolic syndrome, insulin resistance, obesity, free fatty acids,

oxidative stress, glycine.

3. Marco teoérico

3.1 Sindrome metabdlico
El sindrome metabolico (SM) ha recibido en las dltimas décadas una gran atencion
por el personal de salud e investigadores debido al elevado niumero de la poblacién

10
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que lo padece y por el alto riesgo de presentar diversas complicaciones metabdlicas
y enfermedades cardiovasculares relacionadas con el SM (1).

El SM se refiere a un grupo de factores de riesgo cardiovasculares que incluye,
obesidad, dislipidemia, resistencia a la insulina, e hipertension arterial (2). Los
pacientes identificados con SM tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares y diabetes tipo 2 (3). Un incremento en los riesgos
cardiovasculares en el SM es resultado de una compleja interaccién entre los
diferentes factores de riesgo individuales que aun no estd completamente
establecida (4).

Particularmente en México, la incidencia de factores de riesgo para desarrollar el
SM va en aumento con respecto a aflos anteriores, de acuerdo a la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de 2012, el sobrepeso y la obesidad son
problemas que afectan a cerca de 73% para hombres y 69.4% para mujeres de
entre los 30 y 60 afos. Por otro lado, la prevalencia de hipertension arterial en la
poblacién de 20 afios o mas resulta de 33.3% y por ultimo la prevalencia de
hipercolesterolemia en adultos es de 8.5%. La encuesta revela que el sobrepeso y
la obesidad han seguido aumentando en todas las edades, regiones y grupos
socioeconémicos, con lo que se colocan entre los problemas de salud publica mas
importantes. Si se compara con la encuesta realizada en ENSANUT 2006 se puede
notar una pequefia alza en la incidencia de estos factores de riesgo (5). En la
encuesta de 2006 la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en hombres
de entre 20 y 80 afos fue de 66.7% y para las mujeres de la misma edad fue de
71.9%, por otro lado la prevalencia de hipertension arterial en la poblacion de 20
afios o mas resultdé de 30.8% y por ultimo la prevalencia de hipercolesterolemia en

el mismo rango de edad fue de 8.5% (6)

En cuanto a su etiologia, algunos autores consideran que la resistencia a la insulina
es la anormalidad metabolica central, que se define como la reduccion en la
habilidad de la insulina para estimular el consumo de glucosa en varios tejidos

corporales, si bien pueden existir otras etiologias posibles; se ha comprobado la
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relacion positiva entre la hiperinsulinemia y la manifestacion de enfermedad
coronaria (7). Esta asociacion incluye un efecto directo de la insulina sobre la pared
arterial, este efecto puede ser atribuido a que la insulina estimula la liberacion de
oxido nitrico (ON) en las células endoteliales, disminuye la vaso constriccion
mediada por el simpatico y potencia la vaso dilatacién mediada por acetilcolina (AC).
La resistencia a la insulina parece ser la responsable de la ausencia de estos
efectos vaso-moduladores en el SM (8). Por otro lado, la obesidad, es definida como
una acumulacién anormal o excesiva de tejido adiposo, que se ha considerado en
diversas investigaciones como un modulador importante en el SM. Se ha
establecido que la obesidad no es homogénea y que la distribucion de la grasa juega
un papel importante en la asociacion entre el aumento del tejido adiposo y las
alteraciones metabdlicas. A este respecto, se sugiere que la obesidad intra-
abdominal es responsable de desdrdenes hemodinamicos y metabdlicos, algunos
de los cuales estan mediados por la insulina (9).

De éste modo, la resistencia a la insulina es componente de algunas enfermedades
crénicas asociadas con la obesidad como son diabetes tipo 2, hipertension arterial,
dislipidemia y SM. De esta manera, se ha propuesto la posible relacion que hay
entre la resistencia a la insulina y la obesidad abdominal, esta posible relacion
promueva la liberacion de acidos grasos libres (AGL) hacia el torrente sanguineo.
El aumento de la liberacién de AGL a partir del tejido adiposo disminuye la captacion
de glucosa dependiente de insulina en el musculo esquelético. Este mecanismo
inhibidor involucra una disminucion de la actividad de la fosfatidilinositol-3 cinasa,
enzima de la cascada de sefializacion intracelular de la insulina, que aumenta el
namero de transportadores de glucosa en la membrana. Estudios recientes indican
gue en la obesidad las células adiposas secretan en exceso varias proteinas,
péptidos y citocinas que afectan las vias de sefializacion intracelular de la insulina.
Por ejemplo los adipocitos producen el factor de necrosis tumoral alfal (TNF-a), una
citosina que disminuye la captacion de glucosa vecina de los adipocitos (10),

La evidencia sugiere que los AGL juegan un papel importante en el desarrollo de
resistencia a la insulina, algunos mecanismos que se han sugerido tratan de explicar
12
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como los AGL afectan la accién de la insulina como son el ciclo de Randle
(Competicion entre AGL y glucosa), acumulacién de derivados lipidicos
intracelulares (diacilglicerol y ceramidas), estrés oxidativo, modulacion de la

transcripcion génica, inflamacién y disfuncion mitocondrial (11).

3.1.1 Criterios para el diagndstico del SM
Se ha reconocido desde hace afios, la existencia de alteraciones metabdlicas

asociadas a enfermedades cardiovasculares, proponiéndose varios términos para

describir este conjunto de desordenes metabdlicos.

Recientemente, varias organizaciones han publicado diferentes criterios con el fin
de establecer un diagndstico oportuno; sin embargo, no hay una definicion
totalmente aceptada, la primera descripcion del SM la hizo Reaven en 1988
describiéndolo como “Sindrome X” en el cual utiliz6 por primera vez el término
“Sindrome de resistencia a la insulina”, definié el Sindrome X como un conjunto de
alteraciones que tienden a darse en un mismo individuo, entre las que se
encuentran, resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia, bajos niveles de HDL e

hipertension arterial (4, 12).

3.1.1.1 Criterios diagnésticos de SM de la OMS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1988 propuso la definicibn de SMy
considera a esta entidad como una afeccién en la que se incrementa el riesgo
cardiovascular, caracterizada por la asociacion de varias enfermedades para
establecer el diagnéstico debe de presentar resistencia a la insulina por
hiperinsulinemia (13), intolerancia a la glucosa o el diagnéstico de Diabetes tipo 2
y mas dos de los siguientes criterios: dislipidemia, hipertension y micro albuminuria
(14). (Tabla 1).

3.1.1.2 Criterios diagndésticos de SM de NCEP-ATP Il
Otra definicién, es la que se estableci6 en 2001 por el Programa Nacional de

Educacion de Colesterol-Panel 11l de Tratamiento del Adulto (NCEP-ATPIII por sus
siglas en inglés), en el cual incluye parametros clinicos como son: circunferencia de

cintura, es decir, obesidad abdominal (6) perfil lipidico, presion arterial e intolerancia
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a la glucosa, en comparacion con el criterio de la OMS no es necesario la presencia
de resistencia a la insulina para elaborar el diagnéstico, la principal intencion del
NCEP-ATPIII es la de identificar a los individuos con un alto riesgo de enfermedad
cardiovascular y enfatizar la importancia de los estilos de vida saludables (Tabla 1)
(13, 14).

3.1.1.3 Criterios diagnésticos de SM de la IDF
En el 2006 la Federacién Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés)

postulo su criterio para el diagnostico del SM, donde le otorga gran importancia a la
medicion de circunferencia de cintura la cual es un requisito necesario para el
diagnéstico de SM ya que tiene como ventaja la simple medicion de la cintura que
se puede hacer de manera relativamente facil y econémica en cualquier lugar. Esta
definicion establece una lista de posibles criterios adicionales que deben incluirse

para elaborar el diagndstico oportuno (Tabla 1) (15).

14
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Caracteristica OMS NCEP-ATPIII IDF

Presion sanguinea TA = 140/90 TA = 130/85 TA = 130/85

(mm/Hg)

Niveles de lipidos en TG =150 TG =150 TG 2150

sangre (mg/dL) HDLH <35 HDL H <40 HDL H <50
M < 39 M <50 M <40

Obesidad abdominal

IMC = 30 kg/m2

C. de cintura

C. de cintura

ICC M: =102 cm H europeo 2 94 cm
M:= 0.90 H: =88 cm H asiatico =2 90 cm
H:>0.85 Mujer 2 80 cm
Niveles de glucosa en DT2 = 110 mg/dL Intolerancia a la glucosa  Intolerancia a la glucosa
sangre (mg/dL) 2110 2100 o DT2
Otros Elevaciones Elevaciones persistentes

persistentes de de albumina en la orina =

albimina en la orina 20 pg/min o relacion

albuminal/creatinina = 30

mg/g

>20 pg/min

H: Hombre, M: Mujer, TA: Tension arterial, TG: Triglicéridos, HDL: Lipoproteinas de alta densidad,
IMC: indice de masa corporal (kg/m2), C. de cintura: Circunferencia de cintura, ICC: indice cintura-
cadera, DT2: Diabetes tipo 2, =: Mayor o igual a, <: Menor o igual a.

3.1.3 Sindrome metabdlico y estrés oxidativo

Existen evidencias que el estrés oxidativo, definido como un desequilibrio
persistente entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) o de
especies reactivas de nitrégeno (ERNS) y la defensa antioxidante, tiene un papel
directo y fundamental en la patogénesis y las complicaciones de la hipertension y
de la diabetes (16,17). Las EROs son definidas como derivados del oxigeno con
caracteristicas de inestabilidad y reactividad quimica, son producidos por varias
enzimas oxidasas incluyendo: NAD(P)H oxidasa, xantina oxidasa, cicloxigenasa,
glucosa oxidasa, lipoxigenasa y la cadena respiratoria mitocondrial, y que incluyen
los siguientes radicales libres: anion superdéxido (I1,7), el radical hidroxilo (OH") y el
oxido nitrico porque tienen electrones apareados y potente habilidad oxidativa y los
no radicales como son peréxido de hidrogeno (H202), peroxinitrito (ONOO-) y el
acido hipocloroso (HOCI) (18). En condiciones normales las EROs son necesarias
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para muchos procesos bioquimicos, tales como sefializacion intracelular para la
diferenciacion celular, en el factor de crecimiento celular o como defensa contra un
antigeno, las EROs mantienen un balance 6ptimo entre su produccion y eliminacion,
sin embargo, altos niveles de EROs resultan en estrés oxidativo que puede causar
severos cambios metabdlicos (19). El estrés oxidativo es un factor muy importante
para el desarrollo y progresion de, hipertension arterial, ateroesclerosis e infarto al
miocardio, esto puede estar ocasionado por disfuncién endotelial debido al dafio

ocasionado por los altos niveles de EROs (6).

En el SM con obesidad de tipo androide existe un aumento en la actividad lipolitica
debido a la resistencia a la insulina que resulta en un aumento de AGL circulantes;
asi como, un aumento de diferentes hormonas e interleucinas pro-inflamatorias (20).
Los AGL inducen un aumento en la generacion de EROs en las células endoteliales
gue disminuyen la disponibilidad del ON (21).

En modelos animales con SM inducido por dietas altas en grasa o altas en hidratos
de carbono hay un aumento en la generacion de EROs y una disminucién en la
actividad y expresion de la ON sintetasa endotelial (eNOS por su siglas en inglés)
que se reflejan en un aumento de la vasoconstriccién y una disminuciéon de vaso

relajacion en anillos aislados de la aorta de los animales con SM (22).

3.1.4 Hipertension arterial en el sindrome metabdlico

La hipertension arterial es otro componente del SM que es independientemente
asociado con el aumento de riesgo cardiovascular. La hipertension en el SM esta
asociada con alteracion en la funcion endotelial que se caracteriza por mayor vaso
constriccién y menor vaso relajacion de las arterias. Estas alteraciones pueden ser
debidas a un aumento en sustancias vaso constrictoras y una disminucion de los
vaso relajantes circulantes o a un cambio estructural de la pared vascular,
ocasionando disfuncién endotelial. La disfunciébn ocurre en muchos procesos
patolégicos y el estrés oxidativo se ha podido identificar como el comun

denominador de estos procesos. El término disfuncién endotelial indica que ya sea
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en condiciones basales o luego de estimulacion, el endotelio no cumple
apropiadamente sus funciones de regulacion del tono vascular (23, 24).

El ON es un vaso relajante secretado por células endoteliales que regula el tono
vascular y es producido a partir del aminoacido basico L-arginina por tres diferentes
isoformas de la ON-sintetasa [NOSI o neuronal (nNOS), NOSII o inducible (iNOS),
NOS Il o endotelial (eNOS)] expresadas en practicamente todos los tipos de células
vasculares, pero es la isoforma endotelial la principal responsable de la sintesis de
ON en las células endoteliales (25). Mientras que eNOS y nNOS son proteinas
constitutivamente expresadas, la expresion de iNOS requiere la interaccion de la
célula con estimulos que generen sefales nucleares apropiadas (Tabla 2). Las tres
isoformas de NOS comparten un ciclo catalitico similar, que consiste en la oxidacién
de L-arginina para formar NO y L-citrulina en una compleja reaccion que utiliza como
co-sustratos Oz y NADPH vy requiere varios cofactores redox como
tetrahidrobiopterina (BHa4), flavina adenina dinucleétido (FAD), flavina adenina
mononucleotido (FMN) y el grupo hemo (26).
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Tabla 2. Comparacién de las isoformas de éxido nitrico sintetasa
eNOS Endotelial o 1] Endotelio Membranal Dependiente del
constitutiva sistema Ca2+ -
Calmodulina
nNOS Neuronal Neuronas Citosodlica Dependiente del

sistema Ca2+ -

Calmodulina
iINOS Inducible I Musculo liso Citosolica Independiente
Macrofagos del Calcio

Hepatocitos

Condrocitos

eNOS: Oxido nitrico sintetasa endotelial, NNOS: Oxido nitrico sintetasa neuronal, iNOS: Oxido nitrico

sintetasa inducible.

Con respecto, a la generacion molecular de EROs algunas enzimas se han sugerido
para describir estos procesos incluyendo el desacoplamiento de la eNOS y xantina
oxidasa (XOD), NAD(P)H oxidasa y la cadena respiratoria mitocondrial. Lo que
provoca probablemente una reduccién en la biodisponibilidad del ON que se ha

sugerido como la principal causa de disfuncion endotelial (27).

3.2 Acidos grasos libres y estrés oxidativo

El exceso de grasa intra-abdominal se relaciona con altos niveles de AGL
plasmaticos y que conlleva al desarrollo de resistencia a la insulina (28). En
pacientes con diabetes tipo 2, hay una correlacion inversa entre los niveles de los
AGL plasmaéticos y el cociente del glutation reducido/oxidado (29). En sujetos sanos,
la inyeccion de los AGL (como intra-lipido) aumenta el estrés oxidativo, evaluado
por un aumento en el malondialdehido y una disminucién en el plasma de la

proporcion del glutatién reducido/oxidado (30). La formacion de EROs puede ser
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una consecuencia directa de la hiperglicemia o de los niveles altos de los AGL
(31,32). Se ha sugerido que los AGL inducen la generacion de EROs activando el
sistema de NAD(P)H oxidasa o al nivel de la mitocondria (33-35). Si bien se cree
qgue la fuga de electrones de la cadena transportadora de electrones mitocondrial
es la principal fuente de estrés oxidativo en enfermedades cardiovasculares.
Recientes investigaciones sugieren que la enzima por el cual se producen estos
EROs en el tejido vascular es la NAD(P)H oxidasa que es transmembranal y que
esta dedicada a la produccion de anion superoxido por transferencia de un electréon
proveniente de NAD(P)H oxidasa hacia el oxigeno molecular (36). Por otro lado, los
EROs, ademas de su habilidad de inducir dafio macromolecular (ADN, proteinas, y
lipidos) directamente, pueden funcionar como moléculas de sefalizacion para
activar diversas vias sensibles al estrés oxidativo que causan dafio celular
responsable de las complicaciones de la diabetes. Estas mismas vias son
vinculadas con la resistencia a la insulina. Estudios in vitro han descrito la activacion
del factor nuclear NF-kB por los AGL, una consecuencia probable de la habilidad de
los AGL de incrementar la formacion de EROs y reducir la concentracion del
glutation (37-39). Este efecto podria también ser vinculado con la activacion de la

PKC6 mediada por los AGL (40) que tiene la habilidad Unica entre las diferentes

isoformas de la PKC6 de activar el factor de NF-kB (41,42)

3.3 Estrés oxidativo y reactividad vascular

El endotelio produce sustancias vaso constrictoras que a su vez estimulan la
liberacién de vaso relajantes limitando asi su propio efecto con lo que la modulacién
del tono vascular resulta compleja y de un balance delicado (43). Las células
endoteliales sintetizan y liberan varios factores que regulan la angiogénesis,
respuestas inflamatorias y homeostasis

La AC es un vasodilatador potente secretado en las paredes endoteliales y una gran
herramienta para la medicion de la funcion endotelial. Su actividad esta mediada
por los receptores muscarinicos endoteliales los cuales activan la liberacion de

agentes vaso-relajantes como el ON, mientras que su efecto constrictor a
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concentraciones altas, puede realizarse a través de receptores muscarinicos de las
células del mdsculo liso, también estimulan los receptores nicotinicos en
terminaciones nerviosas adrenérgicas, las cuales liberan norepinefrina. Se han
identificado 3 tipos de receptores muscarinicos que intervienen en la relajacion del
endotelio: M1, M3, y M5, siendo el M3 que se encuentra principalmente en la aorta.
(Figura 1) (44).

La norepinefrina tiene poca actividad metabdlica general, y su funcion fundamental
es como la principal sustancia neurotransmisora 0 mediadora de impulsos nerviosos
adrenérgicos que actuan sobre el corazon y los vasos sanguineos para elevar y
conservar la presion arterial. La norepinefrina es un estimulante de receptores a1A-
adrenoceptores que induce vasoconstriccion sistémica y aumenta la contractilidad
cardiaca (45).

Figura 1. Mecanismo por el cual la AC produce vaso relajacion en el endotelio

vascular.

Lumen vascular Célula endotelial Célula masculo liso

Acetilcolina

Flujo ::,

sanguineo

bradiquinina

ONOOr
.OH @

Vasodilatacion
- Agragacion

Inactivacion ON -
plagquetaria

Estrés oxidativo

Figura 1. El flujo sanguineo estimula la liberacion de AC la cual es captada por receptores
muscarinicos ubicados en la célula endotelial lo cual aumenta los niveles de Ca?* estimulando la
accion de eNOS, de esta manera se activa la liberacion de ON causando vaso dilataciéon en las

células del musculo liso.
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En la literatura se ha descrito la relacién que hay entre SM y disfuncién endotelial,
es claro que los pacientes con SM tienen dafiada su funcién endotelial (6). Se ha
sugerido que la principal causa de dafio endotelial es causado por los EROs, se
cree gque el desacoplamiento de eNOS es la causante de una baja biodisponibilidad
de ON a lo cual causa una deficiente dilatacion, al formar peroxinitritos que pueden
ser la causa del desacoplamiento de eNOS (27). Este dafio endotelial puede ser la

principal causa para desarrollar hipertension arterial o ateroesclerosis (23-25).

3.4 Algunas propiedades bioldgicas de la glicina

De acuerdo a la literatura disponible, la glicina tiene propiedades biologicas
importantes como neurotransmisor, en el sistema nervioso la glicina actta a través
del canal del cloro activado por glicina (46). En los ultimos afios se ha caracterizado
la presencia del receptor de la glicina (Gly-R) en las células endoteliales, es un
miembro de una familia de canales de cloro activados por el ligando (47). También
se ha demostrado el efecto anti-inflamatorio, citoprotector e inmunomodulador de la
glicina en diferentes sistemas celulares y 6rganos (48,49). La activacion del canal
del cloro induce una hiperpolarizacion de la membrana celular bloqueando la

entrada de Ca?".

Sin embargo en neutréfilos humanos la glicina a una concentracion de 0.1 a 10 puM,
disminuye la liberacién de EROs estimulada por el péptido fLPM o por el éster de
forbol (PMA). Este estudio mostrd que el efecto de la glicina es independiente de la
actividad del canal del cloro activado por glicina. Estos antecedentes sugieren que
el mecanismo por el cual la glicina puede reducir la presién arterial en el SM es
disminuyendo la generacién de EROs aumentando la disponibilidad del éxido nitrico
(50).
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4. Planteamiento del problema

El SM es una enfermedad multifactorial que tiene un gran impacto en los servicios
de salud debido al gran y creciente nUmero de pacientes que lo padecen. En afios
recientes se ha identificado un aumento en la incidencia de casos con SM y de los
factores de riesgo que desarrollan el SM, este incremento en la incidencia del SM
debido principalmente a factores genéticos, endocrinos, malos habitos nutricionales
especialmente el alto consumo de hidratos de carbono simples y de lipidos
saturados, otro factor importante es la poca o nula actividad fisica de la poblacion
entre 20-60 afos, que es la mas susceptible a desarrollar los factores de riesgo del
SM. Recientemente se ha investigado que un alto consumo de carbohidratos
simples y de lipidos resulta en una acumulacion excesiva de tejido adiposo en la
cavidad abdominal, incremento en los AGL, hiperinsulinemia, estos factores
desencadenan una resistencia a la insulina debido a la actividad lipolitica del tejido
adiposo que es responsable de desérdenes hemodindmicos y metabdlicos, algunos

de los cuales estan mediados por la insulina.

El presente estudio se realizO en ratas macho de la cepa Wistar. Las
consideraciones éticas y de sentido comun restringen la experimentacion en seres
humanos, por lo cual la utilizacion de animales como reactivos biolégicos en el
ambito de la investigacion cientifica ha sido fundamental para el establecimiento de
nuevos postulados y la constante validacion de los mismos. En cuanto al modelo se
ha podido caracterizar que este tipo de roedores son sensibles a desarrollar
obesidad, resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, ademas, esta
perfectamente caracterizada desde el punto de vista anatémico, fisiolégico, genético
y se reproduce sin complicaciones, son animales muy adaptables, faciles de cuidar
y de manejar (51).

El proyecto consistié en investigar el mecanismo por el cual los AGL circulantes
afecta la reactividad vascular en anillos de aorta de los animales con SM y el efecto
de la glicina sobre los AGL en la reactividad vascular. Los AGL inducen la
generacion intracelular de las especies reactivas de oxigeno que afectaran la

liberacién de Oxido nitrico produciendo una vaso constriccion. También los AGL
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pueden inhibir directamente la actividad de la eNOS. Para elucidar este mecanismo
se utilizaran atrapador del anion superéxido TEMPOL e inhibidores del sistema
NAD(P)H-oxidasa con el DPI (difenilindol) y rotenona para la participacion de la
mitocondria. La glicina un aminoacido no esencial es precursor de la biosintesis del
GSH que participa en la neutralizacién del perdxido di hidrogeno via la glutatién
peroxidasa. El tratamiento de los animales con glicina protegeria contra la

vasoconstriccion producida por medio de los AGL en anillos de la aorta.
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5. Justificacion

El modelo con SM ha sido desarrollado en el laboratorio con el objetivo de
representar la patologia resultante de factores genéticos, malos habitos
nutricionales como dietas inadecuadas por un consumo excesivo de hidratos de
carbono simples y lipidos saturados que dan lugar a enfermedades asociadas a un
alto indice de morbi-mortalidad como son la obesidad abdominal, resistencia a la
insulina, hipertension arterial, entre otras. Ademas el modelo animal con SM
permitira dilucidar los mecanismos por los cuales la acumulacion de grasa intra-
abdominal estd asociada con la hipertension arterial. Estos mecanismos implican
un alta actividad lipolitica en el tejido adiposo y que resultas en un aumento de AGL
en la circulacion. Estos acidos grasos inducen un aumento en la generacion de as
EROs que contribuyen a la evolucion de la hipertensién presente en el SM por un
aumento en la vasoconstriccién. Por otro lado la glicina precursos del glutation un
cofactor de la glutation peroxidasa puede reducir la generacién de los radicales
libres. Ademas el estudio del mecanismo por el cual la glicina disminuye la presion
arterial no ha sido abordado en detalle, por lo que el proyecto pretende
complementar el conocimiento actual; ademas la informacién que se obtenga podra
ser util para aplicar medidas preventivas o terapéuticas para este cuadro patoldgico,
aunque todavia queda por explicar la participacién de otras vias y sus componentes,
asi como otros factores. El uso de antioxidantes o la modificacion de la dieta con
inclusion del aminoacido glicina para la posible prevenciéon de enfermedades

cardiovasculares ejemplifican tales aplicaciones.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo general

Determinar el efecto de los AGL sobre la reactividad vascular y como participa la

glicina en el restablecimiento de la reactividad vascular en anillos de aorta de un

modelo de ratas Wistar con SM inducido por alto consumo de sacarosa.

6.2 Objetivos particulares

1- Determinar el efecto del &cido palmitico y oleico sobre la vaso-relajacion de
la aorta en un modelo de SM.

2- Investigar la participacion del estrés oxidante inducido por los AGL sobre la
vaso-relajacion de los anillos de aorta.

3- Determinar la participacion de la mitocondria y la NAD(P)H oxidasa como
generadores de EROs inducidos por los AGL en el endotelio vascular.

4- Analizar el efecto de la glicina sobre estrés oxidante inducido por los AGL
mencionados anteriormente.

7. Hipo6tesis

Los AGL inducen mayor vaso constriccidbn y menor vaso relajacion en los anillos de

aorta aislados de ratas Wistar con SM inducido por alto consumo de sacarosa en

comparacion con los anillos aislados de ratas Wistar control por medio de un

mecanismo que implica estrés oxidativo y como la glicina protege contra el estrés

oxidativo y normalizaria las alteraciones en la reactividad vascular inducida por los

AGL.
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8. Disefio metodoldgico

8.1 Modelo de sindrome metabdlico en ratas

En el laboratorio se ha desarrollado un modelo de SM suministrando una dieta
hipercalorica, proporcionando 30% de sacarosa comercial en el agua de bebida de
las ratas Wistar durante un periodo de 24 semanas. Las ratas fueron
proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez’, estas fueron aisladas en cajas especiales con una temperatura controlada
a 22 C° y un ciclo de iluminacion de 12:12 horas, se les proporciono acceso ad
libitum al agua y alimento; el alimento consistié en croquetas estandar para ratas.
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con una edad de 28 dias y peso de 45
+ 5 g., se dividieron en 2 grupos con el mismo namero de ratas, a un grupo se le dio
sacarosa en el agua de bebida y se denominé SM y al grupo Control se le dio de
beber agua simple, el tratamiento tuvo un periodo de 24 semanas. Transcurridos las
24 semanas los 2 grupos se dividieron en 4 subgrupos: El grupo SM se dividi6 en 2
Subgrupos de ratas: Subgrupo 1: SMy Subgrupo 2: SM + Gly (glicina), y al grupo
Control de igual manera se dividié en 2 Subgrupos: Subgrupo Control y Subgrupo
Control + Gly, ya con los subgrupos se prosiguié a darles la glicina al 1% en polvo
disuelta en el agua de bebida, el tratamiento con glicina fue durante 4 semanas mas.
Al final del tratamiento y después de una noche en ayuno, las ratas se sacrificaron

por decapitacion y se obtuvieron sangre y aorta (Figura 2).
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Figura 2. Disefio metodologico del modelo de SM
S
S
{Sacarosa 30% /Agua de e -
bebida) ”~ -

{24 semanas) _
S+ GLY {1%/Agua de

bebida)
Ratas Wistar . y
recien destetadas (45 g) [ h
Control
Control \ -
{24 semanas) r ™)

Control + GLY (1% /Agua de
bebida)

SM: Sindrome metabdlico, Gly: Glicina,

8.2 Determinacion de grasa corporal, tension arterial, leptina, HDL, triglicéridos,
insulina.

Durante el tratamiento con glicina fue medida la presion sistélica por el método de
tail-cuff (52, 53). Para la determinacion de la grasa corporal, se obtuvo solo la grasa
de la parte abdominal de la rata con instrumentos de diseccion, en seguida se coloco
en una caja de Petri y se peso6 en una bascula analitica. La determinacion de leptina,
HDL, triglicéridos e insulina se hizo a partir de las instrucciones del kit utilizado para

la medicion de cada una de las variables (22).

8.3 Reactividad vascular

La aorta toracica extraida de los animales se colocdé en una caja de Petri que
contenia buffer Tyrode (conformado de la siguiente manera (mM/L):118 NacCl, 1.2
KH2PO4, 24 NaHCOz2, 4.7 KCI, 1.2 MgS0Oa4-7 Hz20, 2.5 CaClz-2 H20, 4.5 de glucosa
y, un pH de 7.35, el cual estuvo en constante burbujeo con una mezcla de 95% O2
/ 5% CO2) a 37°C (52).
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El tejido graso y conectivo que cubre la parte exterior de la aorta fue
cuidadosamente retirado bajo un microscopio estereoscopico con ayuda de
instrumentos de cirugia finos, evitando dafar el endotelio. Después se corto la aorta
en anillos de aproximadamente 2 mm de largo con un bisturi. Los anillos de la aorta
se fijaron por medio de pequefios ganchos metalicos. Un extremo del gancho se fijé
al fondo de una camara para érgano aislado de 5 ml y por el otro lado se fij6 a un
transductor de tension conectado a un poligrafo Grass modelo 79D con registrador.

A los anillos se les aplico una tension basal de 2 gramos.

Las cAmaras contenian solucion Tyrode, el cual se cambié cada 20 minutos 3 veces
para permitir la estabilizacion de la linea basal. Pasado este tiempo se comprobo

gue la tension permaneciera constante a 2 gramos.

Para la contraccién del tejido vascular se utilizé norepinefrina al 10" mol/L 0 10" M
La vaso relajacion se evalud por una curva dosis-respuesta de acetilcolina de 10°
a1l0°> M.

La participacién de los EROs en la reactividad vascular se investigé en presencia
del acido palmitico (AP) y oleico (AO) como inductores y en presencia de diferentes

inhibidores de EROs tales como:
- 4-hydroxy-TEMPOL (Sigma Chemical Co.): Atrapador de anién superoxido.
- DPI: Inhibidor de NADPH oxidasa.
- Rotenona: Inhibidor del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial.
- DMSO: Se utilizé6 como vehiculo para los reactivos descritos.

Los anillos fueron pre-incubados con TEMPOL (100 puM), DPI, Dimetilsulfoxido
(DMSO) vy rotenona durante 15 minutos. Trascurrido este tiempo se cambio la
solucion Tyrode y en seguida se incubo primero el &cido palmitico (100uM) por 30
minutos, al término del tiempo se volvié a cambiar la solucion primero se contrajo la

aorta con norepinefrina ( 10" M) después se relajé con AC (10-9 a 10-5 M), en
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seguida se cambio el buffer de incubacion 3 veces cada 20 minutos para permitir
la estabilizacion de los anillos, pasado el tiempo se volvio a incubar con los reactivos
descritos durante 15 min. Se volvié a cambiar la solucion y se incubo con &cido
oleico (100uM) por 30 minutos y se realizo la curva de respuesta a AC de la misma
manera. Y se registro tanto la contraccién como la relajacion de los anillos de aorta
(Figura 3).

Figura 3: Disefio metodologico del experimento de reactividad vascular

A. Palmitico
DPI .
A. Oleico
A. Palmitico
TEMPOL
A. Oleico
T \ lajacia
A. Palmitico asor?%a)]amon
Anillos (camara) DMSO
A. Oleico
A. Palmitico
Rotenona .
A. Oleico
A. Palmitico
A. Oleico

DPI: Difenilindol, TEMPOL.: 4-hydroxy-TEMPOL, DMSO: Dimetilsulfoxido

8.4 Homogenizacion y determinacién de proteina

Las aortas se pulverizaron con nitrégeno liquido y se homogeneizaron en 500uL de
una solucion amortiguadora (Mm/L: HEPES: 50, NaCl:100, EDTA:1, fluoruro de
sodio: 10, ortovanadato: 10, glicerol 10%, triton X-100: 1%, doxicolato de sodio 7%,
PMSF 1 mmol/L, aprotinina 100 mg/L, leupeptina 1 mg/L y pepstatina 1 mg/L,
pirofosfato de sodio 1 mmol /L, fluoruro de sodio 100 mmol/L y pH:8.0) y por medio
de una homogeneizador (1000 rpm/ 5 min) se homogenizaron, posteriormente se

centrifugaron a 3000 rpm / 10 min. A 4°C y se recupero el sobrenadante.
Las proteinas se cuantificaron segun el método modificado de Lowry (54).
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Se utilizaron los siguientes reactivos:

Solucién A: NaOH a 0.1 N en NaHCO3.

Solucion B: Tartatro de sodio y potasio al 1%.

Solucién C: CuS04 al .05%.

ABS (Albumina)lmg/ml

Folin 1N (Sigma Chemical Co.)

El sobrenadante de las aortas se diluyé 1:100 en solucion salina (NaCl al 0.9%), la
determinacioén de la proteina se hizo en 100uL de ésta solucion. Se realiz6 una curva
de calibracion utilizando albumina de bovino sérica (ABS) al 1 mg/mL como estandar
de la siguiente manera; 0, 2.5, 5, 7.5, 10 y 15 pL, en tubos de ensayo, se llevaron a
100pL con solucion salina y se adiciono 800uL de la soluciéon A, 80uL de sol. By
80uL de la solucion C y se dejo incubar por 10 minutos, transcurrido el tiempo se le
afadiéo 100pL de Folin 1N y se incub6 30 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad.

La lectura de absorbancia se realizé en un espectrofotdmetro a 750 nm. La lectura
de calibracion que corresponde a la absorbancia en funcién de las concentraciones
utilizadas de albumina es lineal y obedece a la ley de Beer-Lambert, lo que permite

determinar la concentracion de proteina presente en las muestras de aorta.

8.5 Extraccion de &cidos grasos libres

Para la extraccion de AGL se utilizé 100 L de suero (48), las muestras se colocaron
en tubos de ensayo, enseguida se le afladié 10uL de estandar interno (acido
heptadecanoico C17:0 , Img/mL) y se completo el volumen a 1mL con solucion
salina al 0.9% de NaCl, se le afiadieron 1mL de metanol + BHT al 0.002% vy se le
aplicé vortex 30 seg, 2mL de cloroformo + BHT 0.002% y se le volvié aplicar vortex
durante 30 seg, se centrifugé a 3000 rpm durante 5 min. En tubos nuevos se

recupero la fase organica y se evaporaron con gas nitrégeno.
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A los residuos lipidicos se les agrego 1mL de metanol + BHT 0.002%, 100 pL de 2,2
dimetoxipropano, 10 L de &cido sulfdrico y se les aplico vortex cada 5 min/ 3 veces,
enseguida se le afiadio 1mL de cloruro de sodio al 5%, 2mL de hexano grado HPLC
y se les dio vortex durante 30 seg. Se separo en tubos nuevos la fase del hexano,

la muestra se evaporo con gas nitrdgeno y se almaceno a -20 °C.

Los AGL fueron separados y analizados en un cromatdgrafo de gases marca

Shimadzu, modelo GC-SA con un detector de ionizacion por flama.

8.6 Medicién de la actividad de NAD(P)H oxidasa por luminiscencia

La actividad de NADH y NAD(P)H oxidasa fue medida en homogenizado de aorta
(SM, SM + GLY, Control y Control + Gly) utilizando peroxidasa (1mg/mL) y luminol
(5-amino-2,3dihydro-1,4 phthalazinedione, Sigma Chemical Co.) (250 uM). Para el
experimento se llevaron a cabo varias lecturas en ausencia o presencia de acido
graso palmitico, acido graso oleico (100uM), TEMPOL (100uM), TEMPOL+ &cido
palmitico (100uM), TEMPOL + Oleico (100uM), la reaccion se llevo a cabo en 1mL
de solucion amortiguadora [NaH2PO4 (50mM), EGTA (1mM), Sacarosa (150mM),
pH 7.0, 30°C]. Primero se realizé un experimento solo con el homogenizado
(100pg/mL) para obtener la linea basal y en seguida se le afiadi6 NADH (100uM)
para verificar la produccion de EROs. En los experimentos posteriores se incubaron
los reactivos mencionados durante 5 min. La luminiscencia se produjo cuando se le
afadi6 NADH, se realiz6 la integracion de las lecturas con intervalos de 15 seqg.
Asi mismo se realizé6 con NADPH oxidasa (100uM) en ausencia de los reactivos
mencionados. Para la realizacion de los experimentos se utilizé un luminémetro
Mod. 1254 Marca LKB Wallac con registrador.

8.7 Andlisis estadistico

Los datos son expresados en media + EE (estandar error). La significancia
estadistica se obtuvo aplicando el ANOVA a simple via. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas a p<0.05. Todos los andlisis
estadisticos y las gréficas fueron realizados por medio del software Sigma-Plot

version 11.0.
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9. Resultados

9.1 Caracteristicas generales de los animales

El modelo desarrollado de SM presenta patologias similares a las presentes en los
seres humanos las caracteristicas propias del modelo con SM sustentan esta
afirmacién. El diagnostico se hace a partir de la comparacion de las ratas a las
cuales se les administro sacarosa con las ratas control de este modo se establece
que el modelo presenta obesidad abdominal, hipertensién arterial,

hipertrigliceridemia y resistencia a la insulina.

El tratamiento con sacarosa al 30% durante 24 semanas dio como resultado un
incremento estadisticamente significativo en la presion arterial, en los triglicéridos,
AGL, leptina y Kcal ingeridas y una mayor acumulacién de tejido adiposo en la parte
abdominal de las ratas con SM. Por otro lado, el analisis del colesterol total no
mostro diferencia significativa en ambos grupos pero el colesterol asociado a las
HDL disminuyo en los animales con SM. Los niveles de insulina en plasma fueron
significativamente mas altos en las ratas con SM en comparacion con los otros
grupos. En el peso corporal y en la ingesta de agua no hubo diferencia significativa.
Mientras se observd una disminucién en la ingesta de alimento solido por los
animales con SM. En cuanto al tratamiento con glicina tuvo un efecto positivo
comparado con los parametros de las ratas con SM de tal modo que la disminucion
de la grasa abdominal, insulina y triglicéridos fue estadisticamente significativas
(Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas generales de los animales

Variables C CG SM SMG
Ingesta(g/dia/rat) 20.3+0.5 20.3+x0.5 7.3+£0.4* 7.7+0.3
Ingestade agua 47.9+1.2 439+1.9 46.2+1.9 45719
(ml/dia/rat)

Kcal ingeridas 296.6+7.1 297.8+7.3 346.1+6.9* 3449+ 4.7

(Kcal/dialrat)
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Peso corporal 488.0£19.1 471.0+13.8 437.0+31.7 * 467.0+x314 %
(9)

Presion arterial 121.0+2.2 1158+ 1.8 1482 +4.2* 127.7 +3.7 ¢l
(mm/Hg)

Grasa intra- 74+22 65+1.9 15.3+26* 91+1.21%1%
abdominal (g)

Triglicéridos 0.8+0.1 0.8+0.18 1.8+0.1* 1.1v011%
(mM)

Glucosa (mM) 59+0.1 5.7%+0.2 5.9+0.2 6.1+0.4
Colesterol total 15+0.1 16+0.1 14+0.1 16+0.1
(mM)

Colesterol-HDL 42.65 + 3.5 37.5+7.6 28.1+4.1 39.7+3.1
(mg/dL)

AGL (mM) 0.6+0.1 0.6+0.1 1.1+£0.1* 0.7+0.1%%F
Insulina (uM) 99.6+5.1 106.5+ 7.68 167.6 + 7.8** 109.9 + 6.2%
Leptina (ng/ml) 0.6+0.2 1.4+0.6 2.7 +0.3* 1.3+£0.21%

Los valores fueron expresados en +/- EE (n=7 diferentes animales). Los valores de todas las
variables fueron obtenias al final del periodo del tratamiento. C, Control, CG Control con Glicina, SM,
Sindrome Metabdlico, SMG, Sindrome Metabdlico con Glicina. *P<0.05. ** P<0.01, Diferencia
significativa de C. ¥ P<0.05. 1 P<0.01, Diferencia significativa de SM. §P<0.05, Diferencia

significativa de C.

9.2 Reactividad vascular

El tratamiento de los animales con sacarosa induce una alteracion endotelial en la
vaso relajaciéon de anillos de aorta aislada. La figura 4 muestra el efecto que tiene
el AP y el DPI, un atrapador del anién superoxido, sobre la vaso-relajacion inducida
por acetilcolina en anillos de aorta con SMy control. En anillos de aorta con SM pre-
contraidos con norepinefrina, la acetilcolina induce una menor relajacion
comparados con los control (Figura 4). El AP indujo una menor relajacion en los
anillos de aorta con SM, la acetilcolina indujo una relajacion del 60% (Fig. 4A) la
cual comparada con los control es estadisticamente significativa, la relajacion
inducida en presencia de AP fue de 70% en los anillos aislados de aorta controles

(Fig. 4B). La incubacion de DPI revirtid significativamente el efecto del AP en los
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anillos de aortas con SM induciendo una relajaciéon del 80%, en las aortas controles

el DPI no mejord la vaso relajacion (Fig. 4B).

A) B)
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—&— SM+AP
—&— SM+DPI+AP

—O0— CON
—o— CON+AP
—8— CON+DPI+AP

20 1 20 4

40 40
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80 80

100 T T : : : 100 ¢ . . . . .
-10 9 -8 7 -6 -5 -4 -10 -9 -8 7 6 5 4

Acetilcolina (Log[M]) Acetilcolina (Log[M])

Figura 4: A) Relajacion producida por acetilcolina en anillos de aortas con SM en presencia de AP y
de AP+DPI. B) Relajacién producida en anillos de aortas control en presencia de AP y de AP+DPI.
Los valores son expresados en + EE (n=5 diferentes animales).

En la Figura 5 se muestra la vaso relajacion inducida por acetilcolina en los anillos
aislados de aorta con SM y control en presencia de AP y AP+TEMPOL. La pre-
incubacion con TEMPOL, un inhibidor de la NADPH oxidasa, revirtio
significativamente el efecto del AP induciendo una relajacion del 80% en los anillos
aislados de SM (Fig. 5A) y control (Fig. 5B).

La diferencia en la vaso relajacion en los anillos aislados de aorta con SM y control
se debe a un mecanismo de generaciéon de EROs, el cual se ve aumentado en la
presencia de AP. Ademas la pre-incubacion de DPI y TEMPOL inhibi6é
significativamente el efecto del AP y normalizé a un 80% la vaso relajacion de los

anillos con SMy control.
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Figura 5: A) Relajacion producida por acetilcolina en anillos de aortas con SM en presencia de AP y
de AP+TEMPOL. B) Relajacion producida en anillos de aortas controles en presencia de AP y de
AP+TEMPOL. Los valores son expresados en = EE (n=5 diferentes animales).
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Figura 6: A) Relajacion producida por acetilcolina en anillos de aortas con SM en presencia de AP
y de AP+ROT (Rotenona). B) Relajacion producida en anillos de aortas controles en presencia de
AP y de AP+ROT. Los valores son expresados en = EE (n=5 diferentes animales).

En la Figura 6 muestra la incubacion de AP y rotenona, un inhibidor del complejo |

de la cadena respiratoria mitocondrial. EI AP induce una menor relajacion en los

anillos de aorta con SM (Fig. 6A) comparados con los control (Fig. 6B) y que se ve

potenciado en la presencia de rotenona en los anillos con SM pero con menor
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magnitud en los anillos control, la relajacion en los anillos con SM fue de 55% (Fig.
6A) en comparacion con los control que fue de 60% (Fig. 6B), no hay diferencia

significativa entre SM y control.

La Figura 7 muestra la vaso relajacion inducida por AC en anillos aislados de aorta
con SM y control. Los anillos con SM inducen una menor vaso relajacion
comparados con los control (Fig.7). El AO tiene un efecto inhibitorio mayor al de AP,
el efecto del AO es mas potente en los anillos con SM que en los control (Fig. 7), de
igual forma la presencia de rotenona con AO tiene un efecto inhibitorio sobre la vaso
relajacion del tejido endotelial ya que solo llega a 50% de relajacién (Fig. 7A)

comparado con los control que llega al 60% de relajacion (Fig. 7B).
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Figura 7: A) Relajacion producida por acetilcolina en anillos de aortas con SM en presencia de AP,
AO, ROT, DPI y TEMPOL. B) Relajacién producida por acetilcolina en anillos de aortas controles en
presencia de AP, AO, ROT y TEMPOL. Los valores son expresados en + EE (n=5 diferentes
animales).

La incubacion de DPI contrarresta significativamente el efecto inhibitorio del AO en
los anillos con SM (Fig. 7A), no obstante, el DPI no consigue disminuir el efecto
inhibitorio del AO en aortas control (Fig. 7B). Por otra parte, el TEMPOL en
presencia de AO induce una vaso relajacion del 70% en los anillos con SM, existe
una diferencia significativa en los anillos con SM incubados con TEMPOL
comparados con los anillos con SM incubados con AO. EI TEMPOL incubado en
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anillos controles inhibe el efecto causado por el AO, sin embargo no es
estadisticamente significativo (Fig. 7B).

Sin embargo, aunque la incubacion de los anillos de aorta en SM y control con DPI
y TEMPOL disminuyen el efecto inhibitorio del AO no logran normalizar la vaso

relajacion de los anillos de aorta.

La Figura 8 muestra la relajacion inducida por AC en anillos aislados de aorta con
SM (Fig. 8A) y control (Fig. 8B) en presencia de AP y AO. La incubacion con AO
disminuye significativamente la vaso relajacion de los anillos con SM comparados
con los control. EI AO induce una menor relajacién en comparacion con el AP en
anillos de aorta con SM (Fig.8A). Los anillos de aorta con SM pre-incubados con AO
inducen una vaso relajacion de 40% comparados con los anillos con SM pre-
incubados con AP que se relajan un 60%. Hay diferencia estadisticamente
significativa entre los anillos con SM incubados con AO y AP. El AO disminuye la
relajacion de los anillos control comparados con los anillos incubados con AP (Fig.
8B). La relajacion inducida por AC en presencia de AO en anillos control es de 60%
y en presencia de AP la relajacion es de 70%, no hay diferencia significativa en los
anillos control con AO comparados con anillos incubados con AP.

El AO tiene un potente efecto inhibitorio sobre la vaso relajacion en anillos con SM
y control, por encima del efecto del AP, debido probablemente a factores fisico-
quimicos de cada acido graso que a su vez provoquen que el AO sea mas
susceptible a la liberacion del anion superdxido a nivel endotelial que comprometa

la disponibilidad de ON y disminuya la vaso relajacion.
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Figura 8: A) Relajacion producida por acetilcolina en anillos de aortas con SM en presencia de AP y
AO. B) Relajacion producida en anillos de aortas controles en presencia de AP y AO. Los valores
son expresados en + EE (n=5 diferentes animales).

9.3 Efecto de la glicina sobre la reactividad vascular en presencia de AO y AP.

En la Figura 9 se muestra la vaso relajacion inducida por AC en anillos aislados de
aorta con SM, SM + Gly, control y control + Gly. Los animales tratados con glicina
no disminuyen los efectos inhibitorios del AO y del AP (Fig.9) La glicina disminuye
el efecto inhibitorio del AP, sobre la vaso relajacidon de los anillos con SM (Fig. 9A)
pero no llega a normalizar la vaso relajacion, ya que la relajacion inducida por
acetilcolina es de 65%. El efecto inhibitorio sobre la vaso relajacion del AO se ve
disminuido en los anillos de animales tratados con glicina (Fig. 9A). Aunque hay
diferencia significativa entre los anillos de SMy SM + Gly, la glicina no normaliza la
vaso relajacion en presencia de AO debido a que la relajacion solo llega al 70%. De
igual manera la glicina no afecta el efecto inhibitorio de AP y AO en los anillos control
con glicina (Fig. 9B).
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Figura 9: A) Relajacion producida por acetilcolina en anillos de aortas con SM y SM+Gli en presencia
de AP y AO. B) Relajacién producida por acetilcolina en anillos de aortas controles y controles + Gli
en presencia de AP y AO. Los valores son expresados en + EE (n=5 diferentes animales).

9.4 Actividad de la NAD(P)H oxidasa

La figura 10 muestra la generacién del peroxido dihidrogeno (H202) en el
homogenizado de aorta en presencia de NADH como sustrato de la NAD(P)H
oxidasa. En la Figura 10A se muestra la generacion del H202 en homogenizado de
aorta con SMy control. En presencia de NADH o NAD(P)H oxidasa hay un aumento
en la generacion de H202 en el homogenizado de aorta con SM comparado con el
homogenizado control (Fig. 10A). La incubacion con AP induce un aumento en la
generacion de H202 en el homogenizado de aorta con SM en comparacion con el
homogenizado control, sin embargo, no hay diferencia significativa entre SM y
control. Por otra parte, la incubacion con AO exacerba la produccién de H202 de
manera significativa en el homogenizado con SM comparado con el homogenizado
control, Se puede determinar que el AO es mas susceptible a la estimulacion en la
generacion de H202 en comparacion con el AP, este efecto puede deberse a las
propiedades fisico-quimicas de cada acido graso, como ya se habia mencionado

anteriormente.

De igual manera, la incubacion con TEMPOL (descrito anteriormente) en el
homogenizado con SMy control disminuye significativamente el efecto de los acidos
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grasos (AP y AO) y de la NADH y NAD(P)H oxidasa en ambos homogenizados, la
inhibicion por parte TEMPOL es tal, que llegan a estados basales.

Este efecto del TEMPOL se debe principalmente a la inhibicion de la NAD(P)H
oxidasa, esta inhibicidbn provoca una disminucion en la generacion de radicales
libres. Estos datos sugieren que el aumento en la produccion deH202 refleja la

actividad de la NAD(P)H oxidasa en la generacion de radicales libres.

A)
2500
-Glicina
= [ Con
5 2000 A I sV
=
©
E
< 1500 4
(<5
2
3
3 1000
E
=
S
E 500
(&)
O_
B)
2500
L con +Glicina
= - SM
o
S 2000 -
=
©
E
< 1500 A
(<5
2
3
& 1000 ~
£
=
°
E 500
(&)
O_
N ~ N~
& & K ~2~va OF o &
X7 P T Y & L
< \g é?‘ »\Q/ x x
X Q¥ oF
0\2\ x X
& QQ‘ O\Z‘
é?‘ e?‘

Figura 10: A) Muestra la generacion de H202en homogenizados de aorta con SM y control en la
presencia de NADH como sustrato de NAD(P)H oxidasa, AP, AO y TEMPOL. B) Muestra la
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generacion deH202en homogenizado de aorta con SM con glicina y control con glicina en la
presencia de NADH, NAD(P)H oxidasa, AP, AO y TEMPOL. Los valores son expresado en media
+ EE (n=20 animales)

El tratamiento de los animales con SM y control con glicina disminuyeron
significativamente la produccion de H202 en presencia de NADH, NAD(P)H oxidasa,
APy AO (Fig. 10B). La glicina genera un efecto protector ante la produccién de H20:2
en los homogenizados con SM y control por parte del AP y AO (Fig. 7B). La glicina
disminuye significativamente la generacion de H202 en el homogenizado con SM
pre-incubado con AP, del mismo modo la glicina inhibié el efecto del AP en el
homogenizado control. La glicina inhibié de manera significativa el efecto del AO en
la generacion de H202, este efecto protector de la glicina se presentd en ambos
homogenizados SM y control. Asi mismo, la glicina no aumento el efecto del
TEMPOL sobre los &cidos grasos.

El efecto protector de la glicina se debe probablemente a que es precursor de la
biosintesis de glutation reducido que es un cofactor para la generacion de glutatién

peroxidasa provocando una eliminacion del H202 a H20.
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10. Discusién
En nuestro laboratorio se ha desarrollado un modelo animal de SM por medio de la

administracion de carbohidratos simples. Estos animales han desarrollado algunas
condiciones patologicas como son la obesidad, hipertension arterial, resistencia a la

insulina e hipertrigliceridemia.

Esta bien establecido en la literatura que una dieta rica en carbohidratos simples
(sacarosa, fructosa) induce obesidad, hipertrigliceridemia e hipertension arterial; asi
como, una elevacion en la concentracion de insulina plasmatica (7). Los resultados
muestran diferencias significativas en la presion arterial, triglicéridos, AGL, insulina
plasmatica y una mayor acumulacién de tejido adiposo en la cavidad abdominal

entre los dos grupos.

En varios estudios se ha demostrado que una dieta rica en sacarosa induce
obesidad abdominal en los roedores (35,55,56), asi como se ha descrito en nuestro
modelo, donde la administracion de sacarosa ha inducido cambios significativos en
el metabolismo de lipidos que se reflejan en la acumulacién de grasa en la cavidad
intra-abdominal. Estd mayor acumulacion de tejido adiposo se debe principalmente
al efecto que tiene la glucosa sobre el metabolismo de los AGL, por medio del
metabolismo de la glucosa se generan precursores (gliceraldehido-3-fosfato,
acetilCoA vy acil glicerol), para sintetizar glicerol y acidos grasos y por medio de la
esterificacién formar TG, a su vez estos TG son hidrolizados por lipoproteina lipasas
para formar AGL, el tejido adiposo puede re-esterificar los AGL y almacenarlos en
forma de TG (57,58). En nuestro modelo el exceso en la ingesta de sacarosa se
refleja en la hipertrigliceridemia y en un exceso en los AGL circulantes y contribuir
al desarrollo de obesidad. Una acumulacién excesiva de tejido adiposo visceral se
ha relacionado estrechamente con hiperlipidemia, resistencia a la insulina e

hipertension arterial (11).

En este modelo, el aumento de los triglicéridos observado en los animales con SM,
refleja una alta actividad lipogénica en el higado (59). La hipertrigliceridemia resulta

en una acumulacién del exceso de energia como triglicéridos en el tejido adiposo.
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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 hipertensiéon
(60-62) y 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 est4 asociada con mayor
liberacién de acidos grasos no esterificados o libres.

El mecanismo por el cual la glicina reduce la concentracion de los triglicéridos y la
acumulacion de la grasa intra-abdominal no esta establecido pero en un trabajo
anterior (61) se ha observado que a nivel mitocondrial, el consumo de oxigeno en
presencia de sustratos de la B—oxidacion aumenta en mitocondrias de higado de
SM tratado con glicina. Este resultado sugiere un posible mecanismo que implica la

degradacion de los AGL en el higado.

Las concentraciones fisiolégicas de los AGL plasmaticos circulantes deben ser
mantenidas dentro de un intervalo muy estrecho y un aumento anormal de ellos se
asocia con diversas enfermedades entre ellas: obesidad, diabetes tipo 2,
ateroesclerosis y otras. En nuestro modelo la presion arterial es significativamente
alta en comparacion con el control como se ha descrito en otros modelos de SM (7,
35, 56,60), Esto se puede explicar por la acumulacion de tejido adiposo abdominal
y que libera varias sustancias vasoconstrictoras que afectan la liberacion de ON e
incrementan los niveles de EROs que se han descrito como los principales

participantes en el desarrollo y progresion de la hipertension arterial (54,63).

Un estudio realizado anteriormente en nuestro laboratorio (35) ha mostrado el papel
que tiene la mitocondria en la generacion de EROs y el rol que ejerce sobre la
progresion del SM, el estudio confirma una mayor generacion de EROs por la
mitocondria en los animales tratados con sacarosa. Ademas el aumento en los
EROs en el SM esta asociado con una disminucién en la moléculas antioxidantes
(64).

En la literatura se ha descrito el efecto dafino que tienen las EROs sobre el

desarrollo de las enfermedades presentes en el SM, Con anterioridad se reporto ,

43



Area Académica de Nutricion
UAEH-ICSa

reportd que los animales con SM inducido por alto consumo de fructosa presentan
un dafio en la vaso-relajacion inducida por acetilcolina en anillos de aorta aislados
(55). En nuestro modelo de SM se observo que la vaso relajacion esta disminuida
en los animales con SM. Esta alteracion en la vaso relajacion puede deberse a un
aumento en la generacién de EROs por via de la actividad de la NAD(P)H oxidasa
y/o por el desacoplamiento mitocondrial que probablemente estas alteraciones sean
inducidas por los AGL (65). La excesiva produccion de EROs por parte de la
NAD(P)H oxidasa y mitocondria puede estar afectando la biodisponibilidad de ON e
induciendo el desacoplamiento de eNOS debido a una excesiva produccién de
anion superéxido que se une al ON formando peroxinitritos (ONOO-) que resulta en
la oxidacidn del tetrahidrobiopterina (BH4) que es un cofactor de eNOS y asi generar
un desacoplamiento de eNOS, disminuyendo la biodisponibilidad de ON, este efecto
es agravado por la disminucion del sistema antioxidante que es sobrepasado por la
produccion de EROs (18,65). La reduccion en la biodisponibilidad del ON aumenta
la vaso-constriccion incrementando la resistencia vascular, y por lo tanto

disminuyendo la vaso-relajacion (Figura 11) (66).
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Figura 11: Efecto de los AGL en la produccidn de anién superdxido y el desacoplamiento de eNOS.

Los AGL como el palmitico o el oleico han sido descritos como inductores de estrés
oxidativo en diferentes tejidos por medio de estimulacion de la generacion de EROs
intracelular (35, 67). En nuestro trabajo se observé que la incubacién de los anillos
con el AP reduce la vaso-relajacion y el AO que es un &cido graso mono insaturado,
afecto significativamente la vaso relajacion de los anillos de las ratas tratadas con

sacarosa con mayor magnitud comparado con el AP.

La pre-incubacién con DPI un inhibidor de flavo proteinas que requieren de
nucleotidos como la NAD(P)H oxidasa aumenté la vaso-relajacion de los anillos de
aorta al inhibir la generacion del anién superdxido (68) probablemente aumentando
la disponibilidad del ON necesario para aumentar una vaso-relajacion 6ptima.

La pre-incubacion con TEMPOL (atrapador del anion superoxido) aumenta la vaso-
relajacion de los anillos de aorta en los 4 grupos analizados. Estos resultados
sugieren la participacion directa del anion superdxido en el la reactividad vascular
(55).
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Por otro lado la pre-incubacion de los anillos con rotenona (inhibidor del complejo |
de la cadena respiratoria mitocondrial) exacerbo el efecto vasoconstrictor del acido
oleico reduciendo significativamente la vaso relajacion de los anillos de aorta tanto
en grupos con SM y control. Estos resultados sugieren que la mitocondria en
presencia de los acidos grasos libres como el AP o AO contribuye de manera
significativa en la generacion de EROs activando principalmente el complejo | en el
tejido vascular. Varios estudios han demostrado que la inhibicion el complejo | con
rotenona y en presencia de sustratos que generan NADH como piruvato/malato o
glutamato malato exacerba la generacion de EROs en mitocondrias aisladas de
varios tejidos (35). La presencia de los AGL como AP o AO alimentaria la cadena
respiratoria mitocondrial con el NADH que resulta de la beta-oxidacion de los
diferentes acidos grasos, Entonces en presencia de un pool de NADH y rotenona
se exacerbaria la generacion del anion superoxido que reaccionaria con el ON y
produciria una menor vaso-relajacion. La administracion de glicina al 1% en el agua
de bebida en los grupos SM y control aumenta el vaso relajacion reducida por
ambos &cidos grasos. En una tesis realizada en el Laboratorio (69) se ha
demostrado que la administracion de glicina contribuye al aumento en la biosintesis
de GSH y a una disminucion en el GSSG en diferentes tejidos como el corazén el
higado el musculo esquelético y el riidn de los animales con SM y controles.
También se ha descrito que la glicina disminuye la peroxidacion lipidica y la
carbonilacion de proteina que son marcadores del estrés oxidativo. Este es
probablemente mediado por el aumento en la biosintesis de GSH que es un cofactor
para la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) que cataliza la reduccién del H202
en agua. Ademas en este trabajo se demostré que la glicina disminuye la actividad
de la NAD(P)H oxidadas con y sin presencia de los AGL en los homogenizados de
aorta provenientes de animales con glicina en comparacion con los SM y control sin
glicina. También, se ha relacionado a la glicina por su efecto antiinflamatorio por
medio de la activacion de canales de cloro que se activan por glicina (GLY-R) lo
cual origina una despolarizacion de la membrana y de este modo inhibir la entrada
de Ca**, este incremente del calcio bloquea la produccién de citocinas que son

dependientes al incremento de calcio intracelular, lo que previene la produccion de
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citocinas (49, 69, 70). La NAD(P)H oxidasa es una proteina considerada como la
mayor fuente de radicales libres en el tejido vascular (36, 63, 66). El mecanismo por
el cual los AGL activan la NAD(P)H oxidasa no esta bien establecido; sin embargo,
recientemente se han propuesto 2 mecanismos por el cual los AGL activan el
complejo NAD(P)H oxidasa. Uno de los mecanismos propuestos es la activacion de
la proteina cinasa C épsilon (PKCg) por el diacilglicerol que se acumula dentro de la
célula por la alta actividad lipogénica debido al exceso de AGL acumulado en la
célula y asociada con la obesidad y el SM. La PKC épsilon induce la fosforilacion
del subunidad P47 de la NAD(P)H oxidasa y adquiere mayor actividad (33,71). Otro
mecanismo propuesto para la activacion del complejo oxidasa es mediante la
activacion de Rac (complejo de proteinas que activan y desactivan el ciclo de unién
a GTP e hidrdlisis) (72,73), se ha propuesto que los AGL activan a Racl que en su
estado activo se une a GTP ligandose a la subunidad citosélica p67 y asi activando
al complejo NAD(P)H oxidasa (71, 74). En nuestro modelo hay un aumento en los
TGs y de los acidos grasos libres en la circulacion que puede indicar una
acumulacion de estos precursores de los diacilgliceroles en las células. La glicina
disminuye la concentracién de TG y de AGL en la circulacién probablemente debido
a una estimulacion de la oxidacion de esto compuestos. En un trabajo previo se ha
demostrado que la glicina aumenta la velocidad de consumo de oxigeno de las
mitocondria aisladas de higado de los animales con SM, en presencia de sustrato
de la beta oxidacion como el acido octanoico y la palmitoilcarnitina. Este resultado
sugiere que la glicina reduce la acumulacion de grasa en la cavidad intra-abdominal

promoviendo la beta oxidacion de los &cido graso (61).
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11. Conclusion

La glicina revierte la reactividad vascular alterada en el SM y causada por la
generacion de EROs inducido por AGL por medio de una mayor sintesis de GSH,
asi como también reduce los niveles de triglicéridos, colesterol-HDL, insulina,

tension arterial y leptina. Promoviendo la oxidacion de &cidos grasos.

12. Perspectivas
- Determinar la expresion de la subunidades (p67, NOX2, p47, p22) del

complejo oxidasa. Asi como también la expresion de Racl y eNOS en el
modelo de SM.

- Analizar el efecto del GLY-R en células endoteliales y asi poder elucidar su

efecto antiinflamatorio a nivel vascular.
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