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1. RESUME:

La diabetes mellitus constituye una enfermedad metabolica que resulta de fa
combinacion de alteraciones en ¢l metabohismo de carbohidratos, tipidos v proteinas: con
repercusion en las lesiones vasculares y neurologicas que finalmente son el sustrato de las
complicactones tardias v eventualmente de Ll muerte. Bl principal factor de nesgo en las
complicaciones es la hipergheenua por generar un estres oxidanvo, el que contnibuye de
manera anportante en L anornmalidades metabolicas

Las evidencias chnicas y experimentales han demaostrado, que b condeion de estids
oxidativo estrba principalimente en cambios en haoactividad de Lo glucosas6-tostato
deshidrogenasa Debado o que o8 Ta tuente promaipal on wenerar ol NADPH requenda por los
sistemas anbosidantes como son. la catalasa, o glutation perosidasa, o glutation reductasa,
asi como el peptido glutation

Uno o de los precursores de NADPH o8 fa ocotmamida o guien se e atebuyen
clectos beneticos en diabetes expenimental v en ¢l humano, es probuble que los etectos de
fa meotinamida en vrganismos diabeéticos ¢ deba o gue favorezea un aumento Jde b
wlucosa-6-tostato deshidrogenasa v esto contnbeya en proeducis NADPIH requenido por los
sistemas antronadantes para proteger del dadio celular ccasionado por of estres ondative
Por fe tanto, en este estudio se anabizaron fos clectos de Lomcotimamida sobre L activadad
dela glucosa-o-tostato en rata diabeticas Los grupos oo astudie astuvicron mtegrados de la
agtette mancra A control, B nicotmannda, O diabeticos D) dubetico mas imcotnamiudga
vl dubetico mads swotmanuda, suplementadas con tres retuerzos e mvonnamida o
mtersatlos de 72 4

Las principales caractensticas metabolicas de tos antmades en estudion T3 diay pos-
tratumiento tueron Las sigmentes ¢l grupo O prosents s denusucion Jel peso vorporal
(3% con respecto al grupe A En los grupos 2y B otae el 2T vy 1Y e respectinvamente
L grupo B mostro una dismynucion del 1200 Gonrespecto afb grupe control L
concentracion de glucosa sanguinea (mg JE s alta correspondio al grupo CiSHE = 34y
cberupo 1) dismimus & parcralmente (197 = 430 regresando a valores normalies ¢l grupo b
(1625 = 1oy Bl comportanuento de las concentractones de insubma oL Dy tue o Lo imsera

con respecto a las concentraciones de glucesa Los valores mas 2los correspendieron a los




grupos A (27.01 = 3) y B (294 £ 1), seguido del grupo D 2673 £ 3) v £ (2443 2 4), y el
valor mas bajo tue del grupo C(98 = 2

Con respecto a las actividades de Ta plucosa-6-tostato deshidrogenasa hepatica, las
cuales estin dadas en mUimyg de proteina, el valor ovis bago fue del grupo € (333 = 1.63)
con respecto al control (9.73 £ 1.6) Las actividades entie fos vrupos Dy E fucron sinulares
(7,44 £ 0.7y 746 = 0.9 respectivimente) con tendencia g una recuperacion de fa actividad.
El grupo 83 (1004 = 1.7y tavo un comportanuento stmdar al grupo A2 75 = Loy Enel
tepido pancredtico ta actv dad siguio e nusmo comportamiento que ¢f hrgado con an figero
ANt sinoser signiticative

Con base en os resultados obtemidos se sugiere o s nicotnanuda vome protector de
las alteraciones inducidas por ta estreptozotocing como son disiinucion del peso corporal,
Lo ansulinemyia, uperglicenua v disminucion de fa activadad de fa glucosa-6-tostato

deshidrogenass

[}




2, INTRODUCCIO

Hoy en dia fa diabetes mellitus plantes un grave problema mundial de salud publicu;
debido o que su incidencia v prevalencia aumentan constantemente, en particular en los
paises en vias de desarrollo o de industrializacion reciente (1) En Mexico, ¢s una de las
entermedades cronico degenerativas que se ha colocade paulatinamente, desde los ados
setentt, dentro Je las diez prumeras causas Je muerte (2) A mediados de la decada de tos
G0, el pads ocupo el deaimo lugar mundial con 4 nullones de entermos. En el lapso
comprendido entre 1994 3 1998 se presento unancremento del 83 %5 en el namero de casos
disgnosticados: v oen 1998 fue la septima causa de morbihidad. En el 2001 ta Encuesta
Nacionat de Entermedades Cronseas (ENFOY dio a conocer que el 8.2 "4 de la poblacion
entre 20 v 60 afos padecen la entermedad v cerca del 30%0 fa desconoce (30 Anualmente
ta Secretaria de Salud registra mas de 1SO ! casos nuevos (4

Con estos antecedentes, Lo diabetes mellitus se ha considerado como priondad del
sector salud. en Ja que oy necesano reonientar las acaones Jde prevencion v control de la
entermedad; dando imayor ¢ntasis a los factores que anticipen al dato vy gue comprendan

muedidas protectoras, de sdentificacion y moditicacion oportuna Je tos factores de riesgo.

3. DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA
DIABETES MELLITUS

En la actuabidad, fa duabetes melhitus (DM) incluye un grupo de trastomos diferentes en
sus caracteristicas clintcas, genéticas v fistopatologicas. con un comun denominador que es
la intolerancia a fa glucosa. Con base ¢n lo antentor, es diticil presentar una buena
detinicion del sindrome Je diabetes meliitus Sin embargo, L propuesta por Felig v
colaboradores, describe las caractensticas nnportantes . “La diabetes mellitus se considera
una enfermedad  sistémict multifactonal, determinada gencticamente, Jue atecta al
metabolisimoe de carbobudritos, hpidos v proteinas, asocada 2una deticiencia absolute o
refativa en Lo secrecion deansubina, con grados vanables de resistencia o osta”

La clasiticacion actual  de o drabetes fue propuesta en el ado Jde 1997 por ha

Asocracion Amencana de Dhabetes (ADA) junto con nucyos entertos para la deteccion y ¢l

b




diagnostico de la enfermedad (5), esta propuesta coincide con la realizada por expertos de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicada en 1998 (6). Esta clasiticacion
comprende cuatro categorias basicas (Tabla 1) La clasificacion antenior de la DM se
basaba, principabnente, en ¢l grado en que el paciente era depeadiente de {a insuling, v a
pesar de que realizaba una distincon logiea entre las dos tormuas prncipales de
presentacion de fa DM, establecia subcategorias, hasta dierto punto contusas. En la nueva

clasiticacion propuesta por L ONMS 3 {3 AD AU Loy cambros tundamentales radican en:
s La omision de los ternunos clasicos Dabetes Medlitus Insalino-Dependiente
(DMID) vy Diabetes Melhitus no tnsahino-Dependiente (DNMNTD)Y En osufugar, se

.

deben utilizar antcamente oy termunos “apa 17y "tpo 270 vaque la mayoria de

los que padecen DA tipo 2 tistados coninsubing no son dependientes de ethi,
aungue L necesiten para obtener un buen controf metabolicn

o La desapancion de las clases de nesgo ostadistico anormaldad presia s
potencial oleranca a Ly glucosa

s Se propone un suevo grupo detonunado “ottos Upos especiticos de diabetes™,

que engloba a las antenormente denominadas diabetes secundartas vy a0 las

debidas a detectas gencucos, consuderadas anteriormente dentro de las tipo 2.

LLDIABETES MELLITUSTIPO
2.1 Diabetes mediada por procesos autoinmunes

Esta es causada por una destruccion (por mecanismos de autommumdad) de {a
celula 8 pancreatica,  Incluve o pactentes con importante insulinopenia 3 tendencia a
desarroffar cetoacidosis, 4 menos que s¢ les trate con msuling. Aungue puede ocurrie a
vualguier edad, la mayor icidencir es entre fos 10y fov 12 agos, pero practicamente en fa
mayerid, el diagnostico se establece antes de fos 20 anos Representa corea det 10 e de los
casus de DMy parece tener masor prevalenci en ba raza Banca Fioconutenzo Jde esta
enfeomedad pucde ser brusco s oy indoviiduos atectados pueden convertine en
dependienies de msuling, precisando del tratanuento para sobrevivie Do torma habntual
presentan un peso normal. o hgeramente por debajo de lo normal, L presencia de obesidad

no ey incompatible con ol diagnostico de esta toma de DML




En este proceso de autoinmunidad. se encuentran anticuerpos Gnto anti-islotes
como anti-insulina. junto con un proceso inflamatorio alrededor de las células 3
pancreaticas y una activacion de los lintocitos T. Lo destruccion de las células productoras
Jde dnsulina se completa entre 5y 10 anos postenores a la apaicion de los primeros
sintonas, en esta etapa, la deticiencia de insuling es absoluta v coindide von L ausencia de
anticuerpos anticélulas 5 en La circulacion (6

Tabla 1 (6

Clasificacion de L diabetes meBlitus

[, Diabetes metlitus tupo |
A. Muediada por inmunidad ;
3. Idiopaitica

1. Diabetes mellitus tipo 2

1. Otros tipos especiticos

AL Detectos gendticos de La tuncon de ta cetula 3 :
B Detectos genéticos Jde Laccon de ia sl

C. Entermedades del pancreas exocrino

. Endocrinopatias

B Inducida por quimicos o tarmuacos

.o Asocinda g mitecciones

G, Formas poco comunes de diabetes imuane

H. Otros sindromes genéticas relacionados con diabetes

Vo Diobetes mellitus gestacronat

A 1.2, Diabctes idiopiitica
Comtituye una formua poco frecuente de o DM upol de etologu desconovida, gue
SCOPIVAEHIE My OTHARAmente ¢ sujctoy doooneen asatico o atricano (61 Preseata un
cmponente hereditario v entre los atectados. 0o 58 prosantan Las alteroviones sutommaunes

propras Jde o cdlula B (7).
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JA4. DIABETES GESTACIONAL

Son aquellas formas de diabetes que se diagnostican por primers ves en el
eimbarazo - Se presentan en el 2-6 20 de las mujeres embarazadas st bien, tras trunscurrir el
parte. pueden volver o fa normalidad,  las mujeres con diabetes gestacional preseatan o

cortoomedio o fargo plazo un mayor riesgo de padecer diabetes mellitas 7y

Tahba 2(0.7)

Principales caracteristicas diferenciales entre DM tipol v tipo 2

CDONTIPO 2

Sexe Tlgual proporcvn de hombres Mayor proporcion de
¥ mwjeres atectados mujeres atectadas
Fdad en | fiza el "Nlenores de 30 unos Mayores de 30 atos

Jiagadstico

Solapada

Formua de presen
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4. DIABETES EXPERIMENTAL

Con frecuencia ¢l investigador requiere utihzar modelos experimentales que
permitan entender la tisiopatologia de la diabetes. Alzunos autores consideran que si se
conoce da variacion en la susceptibalidad de las especies animales hacia los agentes
inductores de diabetes se podrd hacer una mejor selecaion del modelo, a la vez que se
puede evitar fa pérdida imnecesaria de animales v L optinizacion de recursos en estudios
futuros (9).

Por razones clicas. en seres humanos no se pernbte 1o induccion de diabetes
mellitus. ElL uso de animales representa enormes sentapds para el estudio de la diabetes, va
que se puede disponer de vanas generactones para estudiarlas con cudado voen ticmpo
corte, La diabetes permanente en los animales otrece un modelo excelente para ¢l estudio
de medidas que permitan prevenir Lo entermedad. £ uso de wmales tambien da
oportunidad de estudiar L interaccion de tactores hereditanos s ambientales como dieta,

rirmiacos, sicos » agestes meccionsos (49

4.1 DIABETES ESPONTANEA

tatre los antmales. fa diabetes espontanea oy relativamente coman. Bl primer caso
s¢ describia en 1831 en un mono. Esta entermedad s¢ presenta en una gron vanedad de
especies amuales entre lis gque se encuentran los perros, gatos, cabatlios, vacas, cendos,
aves, cabras v ootros ammales domésticos v silbvestres En Ly mas oria de dos rocdores,
diabetes ey de ortgen genctico v se acompaita de marcada obesidad. o eweepaon de la
entermuedad que se presenta en el hamster chino, en el que s¢ obsernva osta afteracion, Los
datos de mamileros supeniares sorn escases, solo Giertos perres, gtilos ¥ unos cuantos
prmates se han estudiado con detalle. Los pequenos rocdores de faboatonio proporcionan

una gran canhidad de intormacion, por su canndad » bajo costo v

42, DIABETES INDUCIDA
La induccion de Lo diabetes s logra por dinersas tevmicas eapenmentales. La

pancreatectonua condujo g la diabetes ¥ tue una obseivacion clave en el estudio de esta




entermedad. En fa actualidad los avances cientificos v teenologicos permiten la realizacion
de estudios melusive a nivel molecular,

Las hormonas adrenalina, glucagon. glucocorticoides ¥ somatotropina ticnen un
clecto antagonista sobre lainsubing, cuando ostdn presentes €n exceso. como respuesta al
estrés 0 consecuencias patologicas de un tumor u o otras alteraciones metabolicas. L
tolerancia @ la glucosa se reduce y puede presentarse tuperglucemnn La adrenaling v el
glucagon ejercen el mismo etecto anti-msulunco en ammales v en humanos cuando se
admpstran en exeeso Degual manera, la admnistracion de hidrocortivona v de hormona
adrenocorticatropica inducen huperglucemia ¢ luperplasia en Las células 1

P fos asmales s enof humano, L fesiones tupotalinicas pueden causar obesidad.
los mcjores muodelos ammades estudiados para oste sindrome ~on Lo rata v el raton, con
lesones en el nacleo sentromedial del hipotatamo Estas fesiones pueden ser electrolineas o
quinticas Las ratas sometidas a ostos procedimientos presentan obesidad, hiperglucemia,

hipenasubnemui, y resistenci a lyinsuhina (9)

43 INDUCCION QUIMICA
El empleo de agentes quimicos mductores de diabetes han permitido esclarecer
eventos bivguimicos, hormonales y mortologicos que ocurren en un extado diabético
Existen varias clases de agentes quimicos, o PHMETos SO SUSaNGias 1oCis gue
destruyen adas celulus By causan un estado de deticienaa pomana de asuhing B segundo
LOUPO SO sUAlanGias que actuan sobre celulas BBopeso oo Las destisen Ui tercer grupo
morementi los requerimnientos endogenos Jdeomsubing debibian ol pancreas v ocomo

consceuencts se produce o diabetes Pate alimo coopo aincduve Tas hormonas contra

rasulti, {os anticuerpos ant-ainsulina s aigunos agentes guelantes, en parhicular del zine

Los agentes de uso mias ampho ~on Ly clovana v la estieptozotoaina. Vsos

compuestos en doses duabetogenas actuan cavpredtfivamente sobre bas cctutas 3 sobe en et

Bamster chino se ha stgendo que o ostreptozotoding pocde danar gl celula a edemas Je
wpen
La canudad de agente inductor gue on un 806 5 de animales de una ospevie dada

L necross Jebas cetulasy 3 del sdote pancreatico y que no

prodduce perglucemia sostemda

catsa Jano enotros drganos, se le conoce comuo dosis diabetogena (9)




4.3.1. Estreptozotocina
La  estreptozotocing  (1-metil- 1 -nitrosourea-2-desoxiglucosa)  os  un antibiotica
derivado de Strepromycey acromogenes (10). Este compuesto (Fig 1) provoca diabetes en
animales de experimentacion a través de fa destruccion de la celula § pancreiatica v se ha
demostrado clinicamente gue cuenta con propiedades antitumorales ¢n carcinonta de los

islotes pancredtivos (10, [1). La STZ oy una sustancia diabetogeénica ya que e

relativamente selectiva para las célutas i estay poseen ¢l transportador GLUT 2 gue

reconoce a la glucosa presente en ta molecula v asi tacibita su entrada o La célula (12).

CH,0H
i
o

e
2N
SN

<|: c o

NO
oo
H HN—-C —N—CH,

Figura |, Estructura molecular de L extreptozoiocna ().

La citotonicidad de la molecuia de S T2 se atrsbuy e al residuo T-metil-1-nitrosourea,
mediinte dos posibles mecanismos diterentes. B pomcro se debe ooque T 817 es un
potente agente alguilante gue dana al ADN de las celutas, ¢ atomo de mitrogena 7 de la
ganna es particularmente suscepuble o la tormacion deenlaces covalentes con este
agemte. S embargo, hay gue advertir que pueden ser alquidados en menor grado otros
atomes en fas bases de puring v piomedima del ADNC Ccomo senan Jos mitrogenos 1y 3 de
aderina, ©f mitrogeno 3 de Gtosing y el ovigeno 6 de zuanmg, ast como oy datomos de
tostato en las cadenas de ADN 4 Las protenas en refacion von ¢l ADN,

E1 segundo posible mecaninmo se propone basandose on el hecho de que o -metil
Lnitrosourea puede descomponerse, generat ondo mitiwa y ser este oltune el responsable

directo Jde ta entotovicidad de la STZ (1 %)
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5. COMPLICACIONES EN LA DIABETES MELLITUS

A pesar de que ¢l pronostico para ¢l pacrente con diabetes ha ncjorado
notablemente, las complicaciones cronicas de {a entermedad siguen  reduciendo a
esperanza de vida ¥ atectando §is calidad de esta.

{_as manifestaciones de la DM son vanadas y en muchas ocasiones iespeciticas. La
mavoria de signos y sintomas estan relacwonados con s hiperghicenny sostentda. Los
prinecos signos v osintomas de ta duabetes tipo 2 ueaden aaparecer durante fa edad adulta,
despucs de ta tercera decada de Lo vida y son mucho mas discretos gue fos de la tipo 1 De
hecho, un alto porcentae de pacientes son asintomagcos s tan solo extuben altas
voncentraciones de glucosa en el plasma

Nooes frecuente que 1o prnimera manifestacion sea un cuadro agudo de
doscompensacion (cetoacidosis o coma hiperosmotan S embarge, ocastonalmente et
pacivate diabetico es dennticado cuando mamtiesta alguna complicacion cromica de la
calermedad. como L nearopatia drabetica )

Las vomplicactones de by diabetes se divaiden o acudas v cromeas Las praneras
han detado de sere causa de muente del diabetico Blentarmo con DN tpo 2 vive una vaida
mas Larga pere debee deentrentarse a las comphicaciones cronmeas de o entermedad Pstas
complicaciones se clasitican en microsasculares s macrevasculbares

Las comphcaciones mcrosasculares se relacenan prncipatmente con daito
cidotelial en o microairculacion 3 se muantiosta come actrepat, retimepatid y nearspatia

iabetica (14, 151 EFate tupo de compheactones energe porantluencias seneticas. sobre las

cuales se suntaponen trastornos mctabolicos y hemiodinamicos v tiene como seflo
anatonico dintntivo el epgrosamiento de las membranas basales de tos capilares. o gque
postenonmente mduce una angopatia oclusina liposa s dadoe tsaldar tloy Lo evoluaion de
estas comphicaciones se correlactonan en o masera ade lov casos van ta sevendad
Juracion de ta hiperghicening cromica Seosabel por cremplos gue miveles posprandiales de
lucosa supeniores a 2 g bose asocian mas brecuentomente con las complivaaiones renales.
de retima v neurologicas que pueden pudiar gineo o divs attos despues e manitestarse la

cntermoedad




Las complicaciones macrovasculares son lus s comunes en la DA upo 2 e
incluyen un grupo de trastornos que se caracterizan por ateroeselerosis voentermedad
asquémica del corazon en todas sus modalidades. A diferencia de las complicaciones
microvasculares, la asociacion de ateroesclerosis con luperglicemisn no es tan consistente.
Sin embargo, [ hiperglicemia pospandrial v Lo concentracion de insulina en el suero si
predicen ¢l riesgo de enfermedad ateroescleronca. Pstas comphicaciones se han asociado
con el feaomeno de la resistenaia a la snsubinag, pues se ha demostrado que tos tactores de

para o entermedad  ateroescleronca (obesidad, fupertension v dishiprdenuay

anteceden al diagnostico de DM hasta por 8 ados. Bl entermo diabético tene una frecuencia
2 a4 veees mayor deintarto al miocardio s otros trastarnos asociados con la ateroesclerosis
en comparacion con los no dabdéticos

La evolucion de fas complicaciones cronicas e correlaciona, en la mayoria de los
wasos, con la severidad v duracion de ta iperglicenna 1170 A osta condicion se e atribuye
ser el prineipal factor en generar un estres oxidativo, ¢l gue promueve el aumento de las

especies oxidantes y la disminucion de los sistemas de detensa antioxidantes (18, 19).

6. ESTRES OXIDATIVO

6.1 RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO

£l wérmino radical libre se aplica a4 especies quamicas que conticnen uno o mas
clectrones desaparcados, ya sea por pérdida o ganancia de ellos La presencea Jde clectrones
desaparcados modifica fa reactividad quintica de un atome o de una molecuta s la haee
veneralmente mas reactiva que su correspondiente “no radicat”™. St embargo, la reactis wad
quiniica de os diterentes tipos de radicales hbres es muas sariable 1200

1 a masoria de los radicales Dibres de interes brolozico son Jos deados ded oxggeno,
entre utros pueden mencionane ol sigulete de ontgeno O o) radical superonido ()
v el radical ludrosdo QN3 ademas ef perosado de hidrogeno (H:O2), que no os un radicat

libre on st pero esta estrechamente relacionaago pot ser ¢l principat precursor del radical

tadronilo (2(h




Lus radicales libres derivados del oxigeno se producen normalmente en ¢l cuerpo
humano: se calcula que del oxigeno respirado del | a 3 % es usado para tormar radical
superaxido (O:7), parte de estos radicales se producen durante fas reacciones de varias
moléculus dircctamente con el oxigeno, por cjemplo: fa adrenalina. ta dopamina. los
citocromaos, ete. Ademas ¢l superoxido  también es producido por las células det sistema
inmune: los fagocitos (neutrotitos, monocitos. macratagos. cosinotilos) como parte del
mecanismo cmpleado para destruir organismos extraios, Este mecanismo es esencial
durante la erriadicacion de las infecciones, aunque en ccasiones unla activacton excesiva de
los tagocttos puede producic dano tsualar

Fl oradical hidroxifo (OH) también se produce por las radiaciones provenientes del

tud de onda pueden romper ¢l agua

medio: Las radiaciones electromagnéticas con baga to

y generar radicales hidroxilo; este radical es muy scactivo. practicamente interactda con la
estructura molecular mas coercana (20)

Ortro radical hibre que produce ¢l organismo es el ovido nitneo (NO), que es un segundo
mensajero antraceiular y participa en fa regulacion de fa presion sanguined, pero cuando se
produce en exceso puede vcasionar daio tisular

Lo radicates hibres generados por el metabolismo normal existen on concentraciones
muy hagas, de N0 a 109N, no viapan mus lepos de los sios en donde se torman,
debido a que su vida media es de unos cuantos nicrosegandos . Cuando un radieal hbre
reaccena con un no radical, pucden tormarse otres radicales Lbres conw sucede en a
perondacion de los aaidos grasos polunsaturados, en donde un radical iiaador remoese
un atomo de hidrogeno de un metilene Je o cadena de carbonos, oste hecho deja un
clectron desaparcado en el dtomo de carbono y se torma un radical de acido graso, este,
despries de vanos rearreglos internos, reacciona con ovigeno molecular vy produce un
vadical peroxil fipido que a sy ves sustrae un segunde drogeno deootras moléeulas de
acido graso; asi se establece una reaccion en cadena autocatahitica, de manera que aungue o
radicat Bibre tmciador produce solo efectos iovales » limitados ¢l radical secundano s los
proaductos de la degrnadacion ovdatias ocasienan la tormacion de radicales ibres con
clectos ampliticados a distancia del ~tho donde ¢ tormo ¢ primer radcal tibre (20,

Los radicales libres pueden reaccionar con todos los palimeros estructurales de las

Han varbohidratos, iprdos, proteinas s andos aucleicos



£l ataque de los radicales O sobre las membranas celulares Tostolipidicas genera
wna reaccion en cadena. debida posiblemente, a la existencia de dobles enlaces carbono-
carbono a nivel de los dcidos grasos  insaturados, dobles enlaces que Lacihtan {a
destocalizacion del electron libre y por otra parte, la presencia de oxigeno maolecular O; gque
tacilmente se aparea por uno de sus clectrones con ¢l electron hibre desalojado, el cual
potencializard ¢l dafo primario (21 El atague de radicales sobre los dcidos grasos
msaturados ¥ la lipoperoxidacion en cadena son en witma mstancia el ongen de una
desorganizacion de fa arquatectura de la membrana celular, que pierde ast su tlexibilidad v
sohidez con el dato consecuente en sus funciones de barrera e mtormacion (brechas ionicas.,
trastornos de lo permeatilidad, relacion receptor igando)  Los radicales hibres son
particularmente dafinos para las proteinas gue contenzan un grupo sublthidrilo (SHY (22).
Faste es el caso de numerosas ensamas celulares v protemas de transporte. que pueden por
esta via, ser oxtdadas © mactivadis. Deoeste atague Jde los radicales hibres sobre Tas
proteinas, resultan graves alteractones  del metabolismo celulag lus proteinas gue
constitnven ¢l tepdo comuntivo mucrotibnilas de colageno, aado hiaturonico) son
izualmente seastbles a la acodn de los radicales Iibress s mduce ast una esclerosis y
tibtoss del tepdo de sostén que prerde su totiadad Los acidos nucletcos son
particularmente senstbles a fa acaion de Jos tadicates hibres, el sito de accion es el seno de
Lo molecubn del ADN tentre Lis bases puncas s pinondicas)y gue contleva a Lo ruptura de
enas y las mutaciones correspondientes. Pata desnaturabizacion del ADN pucde tener
2raves conseeuencias sobre la transmsion o rephicacion del mensape gendtico, asm como
sobre L sitests de proteinas

Los radicales hbres tambidn reaccionan entre st cuando dos radicales se encuentran
pueden compartir sus clestiones desapareados s haver con el par Jde electrones una unton
vonalente, por gjemplo. ol radical superonado al reacaionar con ef radical bibre del oado
nitrivo torma el peroxaitato O 2 NGO — ONCHO A Pl aologico el perosamitnto
FCACCIONG N Protemnas v ose descompone ot productos tonieos gue pueden sachur el on

mpronio (NOXTY, bioxado de mitrogeno (NO) s OHL ase gue pante de fa tovedad de un
caeest de NO - puede deberse asuomteracaion con O ademas ¢f eweedente de O

reaceiona con HaOg1wones hierro o tones cobre y forman mas radicates hidroxido €23)




Cuando por alguna razén aumenta en exceso la produccion de radicales hibres en ol
organismo ¥ la capacidad en las defensas antioxidantes resulta ineticiente, se establece la
situacion conocida como estrés oxidative, en fa cual exste dapo celular, que Hega a ser
muy severo y puede conducir a la muerte celular

Normalmente en fas células v en los vrganismos la produccion de radicales hibres y
las detensas antioxidantes se mantiene e equidibrio. de manera que la toxicidad del
oxigeno solo se produce en estados patologicos o en el ensejecimiento

Para mantener este balance Ia maoria de lus celulas cuentan con sistemas
protectores que evitan el incremento excesivo de espectes reactivas de oxigeno clasiticados
S CNZIMAIcos ¥ R enzZimaticos

Dentro de los prmeros o contorman una haterntd enzimativa ¢omo son.
superoxido dismuatasa (SOD). fa catalasa, ba glutation peroxidasa sy la glutaton reductasa:
ademas de fa plucosa-6-tostato deshidrogenasa (24) La superovido dismutasa (SODY en la
mitocondria, conviene al radical superdxido en agua ovigenada, esta enzima es dependiente
de manganeso v oen el citoso] tiene comuo cotactores al cobre v al sine La glutauon
peroadasa y la glutation reductasa, constituyen e sezundo gran sistema antiovdante
celular, {a glutation peronidasa. enzima citosolica cus o cotactor es el selemto. transtom al
peronido de hidrogeno en Jdos moléeulas deoagua: partcpan en Ly reaccon dos modecutas
Jde ghutauon reducido que ceden des hidrogenos y se torma entre elhas un enluce dosulturo
L glutaion seregencrn mednante fa glutation reductasa en presenca e NADPHL
Finabmente L catalasa, enzima continada a los perospomas. destruse al peroside de
hidrogeno por dismutacion (b 2)

Dentro de os sistemas eozimaticos b glucosa-o-tostato deshidrogenasa 1GOPD)Y
Dene una participacion esenctal af regular eb estres onadative debado ague o8 L tuente mas
mnportante de NADPH tdiucteondo de adenina v mcotmismida tostaten. pancipal reductor
intraceiular requerntdo part Lo actin acion Jde v arids <nzintas antiesidantes « 23

En los sistemas no enzimaticos destaca ¢l 2lutation. o el tel no proteico mas
abundante en las células, su gccion eatd acoptada @ L enzma glutation perovidasa y
slutation reductasa. Otras moléculas protectoras son las vtaminas v Coy B ogue se
adquicren a traves de K dieta Brercen suomecanisme Je proteccion vomplementandose

entre ellas: [a vitamina B peacerona con tos radicales tibies, se torma un radical tocotento

vy




que, por ser estable, suspende la cadena de reacciones. La vitamina ¢ reacciona con el
radical tocoterilo, regenera la vitamina E ¥ queda como radical ascorbilo, también muy

estable (20).

H,O
A
sSoDn Fe®
Oy ey H;0; ——» OH
UVA A A Reaccion de Fenton
v
SOoD Catalasa '
'O,
GSSG
> :
GPx D Glutation reductasa
GSill

Figura 2. Detovificacion de radicales hibres de onvigeno. Botre fos sistemas
antiovadantes que manticnen ¢l estado redox de Lo cdlula seoencuentran a superosido
dismutasa (SOD) que dismuta al radical supecovido (O en perovado de ludrogeno
(11:0;:). La glutation perovadasa (GPy) y Ja catalasa tragmentan al Hx0; con la tormacion de
agua (Ha) EL ciclo catalines de Ta glutation peronadasa imvolucra [a ovidacion del
lutation (GSH). EL glutation oxidado (G8SOH regresa a su estado reducido por a glutation
reductasa, A parts de Ha0 v Fe'™ se genera ¢l radical ludroatho ¢OF ), esta reaceion se e
denomuma reacaion de Fenton (27)

6.2, ENTRES ONIDATIVO EN DIABETES MELLITUS

La la DM el principal agente causal Jel estres anadatevo es la hiperghicenmia croniea,
esta condicion es el resultado de diferentes vias metabolicas alternas de fa oxidacion de la
slucosa, que muy probablemente pariapan en L patogeénesis de las complicaciones
cronicas de fa entermedad como sen. la via de los pololes (284 Lo auto-oiadacion de la
wlucosa. L glicoslacion no enzimatica y ef metabolismo onidative (29)

Frances Mwlland on el afo de 1912 tue quien sefalo la anportancia de las
moditicaciones de las protanas inducidas por carbotudratos en la patotogia humana (3.

La reaccion de Mallard tacihita la produccion de ospeaies reactivas de oxigeno v el




decremento de la actividad de enzimas como la superoxido dismutasa dependiente de Cu v
Zn promoviendo el estrés oxidativo.

El mecanismo de glicosilacion involucra la interaccion de la glucosa ¥y otros

monosaciridus con fas proteinas, sin la participacton enzinuitica: cjemplo de esto es fa

ion de la

hemoglobina glicosilada (HbAc), utilizada como métado chinico en la evatua
slucemia diabética. Esta reaccion altera L estructura. antigenicidad. catabolismo ¥ funcon
de las proteinas (31, 32y

tna vez que ocurre fa condensacion de los prupos aldehido v amino da como
resultado I tormacion de un compuesto tpo base de shutt (aldinunay: detado a0 la
inestabilidad de esta base puede haber un reacomoda molecular gque se conove como
producto de Amadorn 303 ] tiempo de hormacion de dicho producto es relativamente
corto. o que peamite suoacamulacion en as proteisas de sida media corta s Jarga,
Conjorme a concentracion de glucosa aumentas Ja acumulacion de los productos de
Amadort seancrementan proporcionalmente. Lo hagimentacion espontinea de - estos
compuestos torman la desoviglucosona que reacciona con os grupos anunos fibees de las
proteinas ¥ torman uniends cruzadas conoctdas come productos finales de ghicosdacion

avanzada (PFGAY (F 3 La mavoria de Jos PEG A son fluoreseentes v oo grado de

Huateseencia se relactona con fa presencia de anmiones cruzadas

Lo forma paradela Lo glucosa, al wwuad que ottos o hidiovaacidos sy PEGA per e,
reneran por aute onadavion, peraxsdo de rdrogeno s of radical Judrondo (23 (Fig 4y Esta
reaccron os catabizada por mctales Jo trmsicion causandao dafto molecutan y estructural alas
proteinas (31 32 Por orro lado, Jos productos de Amadon ol reaccronas con fas espevies
Libres de oxigeno torman Necarbonimetitlisma, ostle proceso tambien requicre metales de
transweien,

e de fas vias generadoras de espectes reacinas de ovigeno es o via de los
roblindes o del sarbitol (Figo ), constitinda por Lt accion secuenaad de dos encuman La
primera es b aldosa reductasa, que cataliza ta conversionirresersible deslucosa en sorhatod
v R sepunda, Lo sorbiol deshidrogenasa responsable do b conmversion reversibie de sorbitod
en tructosa Ta enzima boutante on osta via metabodica o Taaldosa reductasa, que por tener
baja atimdad para sus ststratos, 3010 ~¢ ativa dU maneta apoertante on presencia de un

el mtraceludar aito de gluco<a. La aldesa reductasa osta prosente en la masoria de os




tejidos, incluyendo agquettos en los que se desarrodlan las lestones cromicas de Ly diabetes
cama ¢ cristaling, la retina, el endotelio vascular ¥ fos nervios Ea estos tejidos el ingreso
intracelular de Ja glucosa es independiente Jde insulina, tacttitando con esto un aumento de
Ly congentraciin intracelulae de glucosa, misma que induce Tz activacion de la via de los

polioles.
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grupa M ' CH,0H ~ c=0
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v \{ NH,; dicarbonincos

Productos

1 v'>
N R HO cu,(\" p c-0 Otros

PRODUCTOS DE GLUCOSILACION AVANZADA

Figura 3. Esquema de reaccion det proceso de glucosilacion no enzimatica de
proteinas. (.47 Formacion de 1a base de Schitt’ /8) Reordenanuento de Amadori. A traves de
una serie de reacciones comiplejas los productos de Amaden pueden oneinar derivados con
estructur imidazalica 1 pirrolica D7 v ootras diversas Gnunas, furanos, piridinas. <tc)

33).




CVMM.
M

Figura 4. Autcoxidacién de la glucosa y formacién de especies rectivas
de oxigeno (34),
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Las consecucncias de la activacion de esta v son Lo acumudacien de sorbitol v
fructosa. Bl primero oy ¢f responsable de generar osteds osmotico en los enistalinos,
provoea que la célula se hinche, alterando Lo permeabdidad de [a membrana y promucse
cambios bioquimicos asoctados con L tormacion de catarata - Encel cise de Lo tructosa, al
reual que fa glucosa, aumenta ¢l ostres onvndating alb tormar productos de ghicosifacion
avanzada. Otro punto a destacar o que en osti Vi se o comsanie ¢l NADPH sequendo por
otros sistemias antionidantes v de esta manera acentua el osteds osidative

Por todo o antes mencionado fa glucotosicdad o elemento clave en generar estres
ovdativo, o que repetcute en moditicaciones de o estructura v funconalidad de Jos
lipidos, protemas, carbohadeatos v acidos nucleicos, inductendo de esta manery alteraciones
metabalicas, en el creaimiento celular v de otros procesos tisiologicos celulares: por ello, se

sugicre al estréds ovidativo como umit de las causas centrates en fa patologia de Lo DM 12,

7. GENERALIDADES DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO
DESHIDROGENASA

7.LOXIDACION DE LA GLUCOSA: RUTA DE LAS PENTOSAS FOSFATO

La ruta predominante del catabolismn de o clucosa oy o clucohisis para dar
piruvato, seewda por Lo oxadacion @ CO: en o addo ded dado citnee o de Kreebs Un
procesa aiterma, es ki via de las pentosas fostate. by cual actoa en doversos grados oo dos

distintas células v tepdos o tuncion de esta rata s tundamentatmenie anabalica mas gue

catabofica, actua exclusivamente en el citosol temendo dos tunciones pramapates 1)

proporcionar o NADPH para Lo biosintesss reductory + 2 proporaionar tibosas S toslata

parie a0 bosintesis de nucledtides vy actdos nuddenos Ademas, aoruta actua para

I

metabelizar Las pontosas Jde o dicta priacdentes poocpaimente de i dizestion Jde o

actdos aucloreos (360)

Podenos consadetar a b ruta de Tas pentosas Tostato comto un meciiinme yud actua en dos
Lases ontdativa v 0o onitating en b ase onadativg b pomer weacaion os catalizada pae fa
alucosa-o-Tustate  deshidrogenasa que osida Jlucosa-t-lestate o b correspondicnte

Lactona. Bsta factona se hidrohiza por una factonass vapeditica a d-fostogluconato. gue

2t




experimenta una descarboxilacion oxidativa, para dar CO2 NADPH » una pentosa tostato,
la ribulosa-S-fostato. £n L fase no ovdateva parte de o ribulosa-3-tostato se convierte en
atros azacares de cinco carbonos, incluyendo la nibosa-3-tostato: fa cual puede utilizarse en
L sintesis de nucleondos o en el sigaiente paso de Lo tuta de las pentosas, Faseguida una
sene de reacciones convierten tres moldoulas de asucares de cinco carbonos en dos
moldeulas de un azdacar de sers carbonos v una molecula de un azacar de tres carbanos
Algunos de estos azdcares se convaierten en glucosa-6-tostato, s el aclo ~e repite (Fig. 6y
La ruta de las pentosas tostato (e 7y ooy fundamentalmente una ruta de
weneracton de energras B destino real de Tos azocares tostato depende de las necesidades
metaboticas de L cclula en la que se esta desarroitando by rute S L necestdad principal
radica en fa sintesss de nucteotidos v acdos nuclaicos, of prinapal producto o ta ribosa-3-

wentos de fa fase no oxidativa si

tostato, s no se producen i miay or parte de los reorde
ta necesidad primerpal es kaogeneracion de NADPH (para Lo sintesis de acidos grasos s
esterordest, fa fase no ondativa genera compuestos que pueden comertinse von tacthidad en
zhucosa-n-fostato, para ¢l paso postetor de L tase ovdatna Por ultome, una celula con
necesdades muoderadas de NADPH v de pentosas tostator Lo fructosa-o-tostato v el
whceraldehido- Vetostato producidos en la tase no oxvidatna pucden catabolizanse en mayor
miedhida mediante la glucolisis y el aclo del aado anittrco Dadas fas multiples necesidades
mctabohicas deuna celula para Lo bosintests, e amprobable que ameuno Jde estos tres

modos de actuacon se emplee demanera exciosni en una deternunada célula 1369

7.2. REGULACION DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA
La GOPD es una ensima Gue pertenceee al grupo de las enzimas hpogemeas, Esta
tamilia de cozimas incluse a Lo acdo graso sintasac acetl-coenzima A carhboxilasa, ATP

curato hasa, enzima mahea s GOPD, estas enzimas catahran reaccones para ba sintesis de

b fa enzimia GOPD ey vonmderada como una enzima

nove de los acidos grasos 1 espee

gemca debido i gue prosee el sustrato, NADPH, para a produccaion Jde palnutate porla

fipn
avide graso sintasa 137y
La GOPD es fa enzuma gque himata da v due las pentosas tostato que adenis de
1

proveer o] NADPH venera precursores pasa fa sintests de Jos aados neclecos Bl gen de la

GOPD en fos manuteros s localiza en el cromesoma X, tiene una extension de 18 kb v




contiene 13 exones, es considerado come Ul gen que s e presa constitutivamente en vanos

tejidos ¥ en especial en el tejido adiposo, el higado, ¢l pulman y célalas que proliterun (37).

CGilucosa-6-fosfato NADP’

Gorn

6-fostogluconofactona NADPH
+ reavciones de ulutation
brosintests reducido
Ribosa-$-fostato reductiva
l v
Nucleotidos Sintesis de avidos
LEAMIS

Figura 6. Participacion de 12 GoPD en el wetabolismo celutur. La GOPD e Ha
enzima que limita {a via Jde las pentosas tostato y o fa prmapal tuente generadora del
poder reductivae NADPH (38)

Exste gen oy moduiado poc diterentes estimuios externos mnclurendo las siguientes
normonay: Leomsulna, o 17 B estradiol, o dihidrocpiandrosterona. la - adrenshna. fa
cortisona ¥ Ll tresing ase como el factor de crecimiento epidermal (FGH) que induce Ta
expreston det gen de la enzama Los carboindratos en fa dicta incrementan la sintesis de
GOPD. en especrat con giucosa seguida Jde sacarou » tructosa, s muaemtud de este
incremento oy deternunada por fa vantdad de carbolindeatos consumndos. contrario g este

Clovto Lo presencia dedcidos grasos en fa deeta puede whabirba 38, 39y
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Asi como las hormonas y Ta dicta regulan Ly acusidad de Ly enzima, el vanadato s ¢l
selenato inducen la expresion y actividad de 1a GOPD ya que mimetican o acaion de la
insulina (411, Dentro ded grupo de vitaminas hideosolubles 1o nicotmanunda v el dodo
nicotinico wmduce la expresion del ARNm de la GoPD en celulas de Jurhat (42), este
comportamiento tambidn se observa con la forma oxidada Jde da vitanuna C.oreflepandose en
¢l aumento de las concentraciones del glutation ¢ mhbicion de la produccon de 10z
evitando de esta manera L muerte celular (43 Finalimente, os de mencionar gue dictas
deficientes en cobre incrementa las concentraciones Lt enzma en annnales con diabetes

experimental (443,

SNCEIA DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENA

Lo ruta de las pentosas es especialmente activa on la generacion de poder reductor

7.3. DL

en los eritrocitos de los vertebrados s sin la partiaipacion de L GOPD no se podeia Hevar a
cabo Lo mportanaia de la sctividad de la GOPDY <o pusa de masitiosto mediante s
mvestigacion de un trastorno genetico humano frecuente, el déticit Je glucosa-o-tostato
deshidrogenasa Durante L segunda guerra mundial, ~¢ administro protitucticamente ¢l
farmaco  antipaludico primaguing o los nuembros de Tas tuerzas armadas, coma
consecuenca de cllo, una parte importante Jde fos mhitares, e los que posteniormente se
comprobo gue enistia un deticit de glucesa-tetostate deshidrogenasa vresentuaron una

anamia hemobitics grave (destruccion masiva de fos entroaitas) I ~tos mdinvadaos eran

neran un o osles

sensibles tambien o dinversos compuestos gque. como la primagunia,
eandativos que se matitiesta por L apanicnen de poroado de hidieseno v perosados
vrgticos on los enttoviton oo condicmnes bonnales fos poronidos somactivan o traves
de o reducaon det glutation, que os e tnpeptde seeteenudvistenmatzhona B ddutation oy
abundante en la mayona Je fas celutas, + grocias o La grepo ol Bibies constituye an
mporante mecantsitio Je protecaion trente ab ostres veadative L slaanon oaedado we
teduce por o enzaima glutation reductisa Jependicnte de NADPH Ba el entrocito, una
tuncivn especialmente importante det glotaton es b de mantener fa hemoglobima en estado

¢ senaibie o deplecion Jdel

reduende abe Nst o pues, ol entroate o sspeialr
shtahon. y puesto que 1 ruta de fas pentosas fostate os practivamonte b unica ruta e los

v ovuineradle alas

erittditos para a generacion de NADPHL o stitroviio o particalarnie

i
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sittaciones  que deterioran el Hyjo o traves de esta ruta v reducen. por tanto las
concentraciones intracelulares de NADPH (36).

Al sindrome de deficiencia de a enzuma en el humano se le conoge como favisma,
enfermedid caractenizada por anemtas hemoliticas v aumento en la seasibitidad oxsdante
del entrocito. [ os individuos conesta talla en condictones de estrés onidativo como son la
ingesta de habas (Hicre fabas o 1o admanstracion Jde drogas del upo antipaludico,
antipiréticos v analgesicos (43) cursan con ensty hemuoliticas Los mdividoos ¢on este
T son asimtomaticos basta que se ven somenidos aun estres onidalino gue genere una
cantidad de peroxidos suticiente gue agoten al glutaton reducido dispomible. L reduccion
del phutation onidado reseitante para producir e nuevo glutation redoado se ve alerada,
puesto que Lis voncentriaciones de NADPH son msuticientes para permutie a tuncion Jde la
clutaton reductasa Fllo hace que se acumule metahemoglobina (1¢™) o costa de ta
hemoglobima fo gque modtica Ja estructury de o eolula, debihitando Lo membrana v

haciendela vataerable o La rupturs o hemobisgs (46).

TAAMPORTANCIA DE LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROCG
BAJO ESTRES OXIDATIVO

[a GOPD ey consuderada como una de las enzunas antioxidantes intracclulares. mas
mportantes de respuesta al estadoe redon, en un ambiente de esres ondativo incrementado
7048 Debido ague Ly enzima es la tuente principal eo o generar ¢f NADPH requende por
ntros sistemas antiondantes como sone o catalasas o glutcaon petoadasa, b glutation
reductima, st comao el peptndo glutanon T as evidencas han demostrado. que Lo condicion
Jooestids eatoha ponapabmente a cambios on b actnadad de la GOPDL siendo esencial fa
exprosion del pen que coditica para fa GoPD en Lo protecaoa de La celala
Premtry de dos estudios que asocian 1o GoPD oy oestres onadating destacan fos realizados ¢on

celulas carentes del gene que coditica para fa GOPD demosttandose por ser altamente

sennibles al estres oandativo, como sucede von fos ondotelios vascudares que o talta de
NADPH ~¢ acumutan especies reaetivas de ovigeno el resaltado e fa distuncion
cidotetial (48 Do rpaal manera se observa con mintantos Je Noccinaronmn ooy cereviviae ue

La carenvia del gen fas hace sensibles a los ovidantes (23

20




Iin cultivos celulares bajo estrés onidativo ¢l comportimiento de Ll actisidad de fa
GOPD tiende o merementarse mientras ef glutation disminuye. Cuando L GOPD alcanza su
maxima pico el glutation inicg su imcrementa. Este tipo de respuesta se considera como un
adaptacion celular en celulas expuestas a perontdo de hrdrogeno o a drogas que disminuyen
los miveles de glutation reducido. Contrario a esto, en drabetes experimental s en cultivos
celufares (49 expuestos o concentraciones altas de glucosa, T actividad de la GoPPD
disminuye signiticatinamente es probable que el ambiente oxidativo generado por la

luperglicemun provogque cambios estructurales de 1a GoP'D

8. NICOTINAMIDA

La micotinamida o niacinanuda perteneee al grupo de vitaminas hidrosolubles del
complejo Bo conocida como  vitamina By (Fig. 8) Se obticne a wavés de la dieta,
principalmente de origen animal (higado. carne, pescado y aves). de granos integrales,

panes v cercales enriquecidos, nueces y legumbres (101

H

Figura 8. Estructura molecular de la nicounamida ¢10)

La deficiencia de la meotmnanuda (NA) conduce al padecinuento clinco conovido
como pelagra tdel aliano pefle ayra, “prel wrugada ™) caractenzada por signos s sintomas
atribuibles a la pell eb tubo digestivo v el sistema nervose central. tnada gue suele

S s conoce stelos

denomnarse “as tres D7 o dermatitis, Gorrea s demenvia La pel
atras. v es prop deoregrones donde se consumen grandes aantidades de maz sin
nintamabizar Lo ocura Jde W entermedad Jue a tinales de fos ados 30 cuando Flhvebjem
prepara un concentrade de higado, identiticando o fa nicotinameda como L sustancia eticaz

contea la pelagra (1o).




E dcido nicotinico conocido como mmacina. tunbidn tiene caracter s itaminico.
tunciona  de manera wdentica a la nicotmamida  Siobien, L mcottmamida carece
practcamente de toxicidad. no ocurre {o msng con ¢l Lcido mcotimico. que a partie de
30 mig es capaz de provocar sotocos y prunto Asi contos sintamas hepatotosicos con dosis
clevadas mantemdas durante crerto tiempo (3 gedia, Jdurante unanoy 10y

Fn el organismo. Lo nicotimamida oy uno de fos precutsores de los nucleoudos de
nicotmamuda NADT tdimacleotdo de mcotinanuda v ademina), NADPT (fostato de
donucledndo de mcotinamida y ademmnan, N ADH cdimucieotdo de meotinamida v adenina
reductdor s NADPH ctostato de dinncleotdo de nconmamida v adenima reducrdor, con
tunviones de coenzmas catabizando reacctones de oxdvreducaen Cabve mencionar que la
produccion de NAD tambien se Hevira cabo a partie Jde tnptetano o aado mcotmico e
esta e, los requermuentos Jdeo meotmamida de o dieta pueden satistacerse por medio
Jebacrdo nicotinico s tnipotano

tL poncipal vrgano responsable de L lomeostess de lmcotmanida en suero, es ¢l
hegado, almacendndaia en torma de NADT siempre s cuando aumente su concentnicion,
Notmabmente, el deposito de NADT es mucho maver que su tunconehidad, por ello sy
concentracien hactua dependiendo de Lo captacion de o mcotimanuda, que a4 su vee osta en
reiacion con L concentracion demecotimamida sensca v asuno [a hadrodises de NADT,

medsate hudrolasas hepaticas, se obtiene L meotinaminda para su distirbucion o organos

entrahicpaticos vig torrente sanguinea {3, 3

S LINMPORTANCIN DE LA NICOTINAMIDA EN DIABETES MELLITUS

La cotunsmida en DM ha sido objeta de punmicrosos estudhios. principalmente en
cualuar su clecto sobre fa célula B pancreatica. 1 ctecto protector de fa NA en
sobrevivenua votuncon de la célula 3 pancreatica ha sido estudiado tanto en celulay
aisdadas como en el paciente driabético (320 33 Fa diabetes expenmental, se ha observado
que previcne ol dato de Lo celula § pancreatica induade por estreptozotocina (343 3 o mas
importante es gque frena o detiene faodiabetes asecianda con unalustis (33 b oratas
pancreatectamizadas Lo orcotmameda induee sepeneracion de laocebula |8 opancreatica del
S0, ey imendo de esta manera el desartodlo de o diabetes 1361 Adumaes, se e ainbus e

vaquoe ab minbar L feterleucina-

it acten presentina en ol desarrolo de s diabetes upo 4

)
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EY impide 1o acumulacion del peroxinitrito. oxidante muy poderase. i trasés deinducie s
actividad de B enzima SOD dependiente de Ma 6371 Otro gjemiplo de proteccion. se
obaerva en el modelo de raton diabetico no obeso, diabetes tipo 1. donde la micotinamida
peduce ¢f ntmero de celutas apoptoncas, retardando el desarroblo de L entenmedad (3%). En
cudtivos de sangre penténica de pacientes con DM npa by una nueva vinante deesta
cofermedad. se ha observado que la presencra de ncotinannda nhibe Ta producaion de
Interlencina-12 v el Tactor de Necrosis Tumoral o sugimenda gue ademas de esvatar la
insulinitis tambien intloye en L tuncion de monocito macrotago (349)

FI mecanisme molecular de proteceron de I mcotmaniida sobre o celuda 3 se
atrtbus e por ser mdebidor de La poli CADP)-1hosa sintctasa (o0, 61, ensinag isociada con fa
reparacion del ADNL diterencracion cebular vy dano celutar Pocos son fos estudios Jde la
mconnamida come antionidante s como promotor de Las concentraciones de los nucleotidos

Jde nicotinamida. En particular, se i demostrado gue b oicotinamda induce el aumento

del ARNm de L GOPDY en coltivos celulares (42)
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9., PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el paciente diabélico, ef principal tactor del Juno tisular es e ostrds ovdatino. o
gue causa ¢ daito g bromoléeulas como proteinas. lipidos v acidos nuddeeos, Ui de los
Blancos de Las especies teactivas won los gripos toles, prosentes en el sio cataliven de la
slucosa-o-tostato  deshidrogenasa. Pariendo de gque activdad deesta enznm e
cncuentra dismimurda por un medio ambicate alfamente ovdative; donde o mcapas de
senerar ef poder reductor en torma de NADPHL o8 deesperar que oo cepercuti cnain
variedad devias mictaboiicas dependientes de NADPHL dontro de fas que se encuentran dos

ntes

sistetinas antiosad

tra un prectsser de fos nucteotrdos deomcotnamida comeo da mcotimamnki

Nrswadmi
prohablemente se estimule laactuvidad de o GoPDL trayeado consipo e produccion Je

NADPH v cuto asu ver megore los siytemas antiostdantes trenande Freducaion de

CAPRLICN Tesvinv s




10. OBJETIVOS

10.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar ¢! efecto de la nicotinamida sobre la actividad de la glucosa-6-fustato

deshidrogenasa en diabetes experimental

10.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1021,

10.2.2.

Estudiar las variaciones en fa actividad de fa glucosa-o-fostato
deshidrogenasa  de izado v pancreas on ratas bajo las siguicates
condiciones:  control, diabeticas, rivotimamda. diabeticas mas
meotinamida v Jiabotreas mads gicotimanndy saplementiadas con res
refuerzos de mcounannda,

Dieternunar fay concentraciones de glucosa ¢ imsuhing bajo fas

condiciones antes mencronadas




La nicotimamida u otros  productes de degradacion Jde los nucleotidos  de
nicotamida pueden estimuotar la actividad de Ta glucosa-a-tostato deshidrogenasa, de esta
naners aumentar el potencial para producir NADRPH requendo por os sistemas
antiosidantes s frenar s complicaciones crameas de Lo diabetes causadas por especies

sedactis as Jde anigeno.

‘ot
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12. JUSTIFICACION

El ser humane tiene un amptio espectro de necesidades individuales de suplementos

esenciales que le permiten Bevar una vida sommal ante en cabidad como en duracion.
Algunos complementos Jdictéticos como La micotinamuda pueden ser de gran wtilidad en
metorar b calidad de vidadel paciente diabeticas Fs postble que este estudio condazea o un
micior crtendimuento de fos mecanianmos brogquunices de Lo aecion de o mcotinamida en
vrganesmos diabdticos ¥ a L comprension de fos Lacteres que regeneran by actividad de ta
glucosa-t-tostate destudiogenasa. Esto pucde ser wiid onoun tuture, por Lo gue en este
estidro proponemuos a la mcotinamuida come nnady asante terapeutico, no Lan sole en ¢l

paviente disbético stno coma medida de prevencion para b entenmedad

tat
Ter




13. MATERIAL Y METODOS

13.1. ANIMALES

Se utilizron 50 ratas macho Sprague Dawles con un peso de 200 ¢ 30g en
condiciones de temperatura controlada y con un fotoperiodo de luz‘obscuridad de 12 h, con
agua y alimento (Purina tat chow) ad libium. Los anunales de estudio tucron distribuidos
en ainco grupos (Fig. 91, cada uno conformado por 10 ratas distnibuidas de L siguiente
manera: A) control, I8 mconnamida, C) diabéticas. D) diabéticas mas meotinamida: v 1)
diabdticas nuis nicotinamida. suplementadas con tres retuerzos de mcotnamda aintervalos

de 72 he Alinicio y al final de cada fase experimental a todas las ratas se es deternmind la

143

concentracion de o glucosa en sangre (ver punto 13 3) 3 se etectud ¢l registro del peso

varpuoral.

A2 TRATAMIENTOS A LOS ANIMALES

Al grupo A solo se le adonnisiro el vehiculo en of que tueron disueltos os tirmacos,
L via de administracion tue intraperitoneal en todos Tos casos B grupo B recibio una dosis
umica de nicounanida de 230 mgehg (61) disuelta en solucion saling al 9.9 Ya . Ln ios
grupos C. Dy EL Lo induccion de diabetes se realizo conuna dosis tauca Je estreptozotovina
de 03 my kg (61) disoelte en un amortiguador de aitrato de sodio 03N a pib 45 Hos
srupos Dy B TS mun antes de adnumistrar el tirmace mductor de Lo diabetes, reabicron
mconmanuda a ta dosis empleada para el grupo 880 AL vrupo B post-tratumiento se le
admumistro tres retuerzos Jde nicotunanitda (100 me kg aatenvados Je 72 b La condicion

diabétiva se considerd cuando tos valores de glucosa rehasaron los 130 mgedL (Fagl 10)

13.3. OBTENCION DE LOS TEJIDOS
Los anumales tueron sacrificados 13 dos Jdespues Jdel maie de cada tase, se

anestesio con Ketaming 2

me A, para la ebtencion de sangre total via puncion cardiaca
donde se ceantitics insulma tver punto 13 35 Postenionnente. se pertundieron con soluciin
saling al 0.9 "5 a travds de b artena aorta abdonunal para climinar restos de sangre (Fig
. Finalmente, higade. pincreas, bazo, palmon, rinenes v corazon tueren removidos

lavados. secados v pesados. Solamente higado » pancreas s procesaron para cuantticar fa



actividad  enzimatica, Los  organns  restantes  tueron  exclusivamente  wtilizados  para

vomprobar la péedida de peso en diabetes experimental.

'f""f-(’_‘
—
Va
s A
VS~
Ratas macho
Sprague Daswley 200 = S0y

l

v

Tratamientos:

AYControl

13) Nicotinamida

.C)Diabéticas

D) Diabéticas mas nicounamida

E) Diabéticas mas nicotinamida suplementadas
con tres reluerzos de nicotinamida a mtervalos
de 72 h

v

13 dias despucs
obtencion v tratamiento
del tepido

i
v

Deternminacion de

* Glucosa

*  Imsulina

= Actividad ensnmatica de Lo GOPD

*  Protemas wotales

Figura 9. Esquema metodologice peneral Se o trabajé con ratas macho Sprague
conformando el trabago por § grupos doe 10 ratas cada une Despuds de 13 dios se
sacriticaron fos animales para L obtencion de los tepdos, fos cuales tueron procesados para
determinar los siguientes panimetroy glucosas msuluw, actividad enzimatica de la GOPD
protemas totales,
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RATAS MACHO
200350

v v v v v

A B C D E
Cuntrol NA diabéticas diabéticas + NA diahéticas + NA

Citrato de sodio 230 mwhky STZ 65 myke +INA

0N pItds {100 mghe/720)

Soducious saling 0.9 %

Frgura 10, Tratanuiento a los animales.  Fl grapo A solo recibio fos wehiculos en

tos cuales se administraron fos tirmacos. EEgrupo B reabio una dosts amica de 230 mgike

de meonnamuda. La induccion de Lo diasbetes en los vrupos 0Dy 1D se reahizd con 63
mushg de estreptozotocina (STZ0 4 las grupos 1) v B FS mmuatos antes de Tamducaion, se
le admuimstio mcotnamda a L dosts del grupo 8 B crape £ despuds de la induecion
rectng tres retuerzos de mcotmamida de 100 my-hg aamrenvalos de 72 h

(3.4, DETERMINACION DE GLUCOSA

Al micio y al final de cada fuse experimentad se determuno la coneentracion de
glucesa en sangre. Para eilo se utilizo un glecometro digital ACCUTREND atpha rRoche),
ol cual detertina la glucosa enosanere capihar tresea mediante totometria de retlexion. Para
L obtencien de fa muestra se realizo un corte pequedo en la parte final de la coia de cada
s oo on el aparate y seoreentro la

it ebtentendo una gota de sangre o cuad e

concentracion de glucosa s mydl
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anestesia
Ketamina (25my hy)
v
determinacion '

Obtencion de sangre total
{puncion cardiaca) > de insuling

}

pertusion NaClai g.9%
(avrta abdominaly

v
extraccion Jde organos
thigado, pancreas. putmon, ritones.
bazo y vorazony

;

lavar, secar v pesar los drganos
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» 4

determinacion enzimatica determinacion de proteinas
GOI'D en ugado y pancreas ein hivado » pancreas

Figura 11 Obtencion de fos tendes 15 fias despues del iicn de cadda tase se
sacritice alos animales, e anestesiaron con Ketamuna (2% mg k) e obtusa sangre total
POr punciin cardiaca part ia cuantiticacion Jdeinsuima v ose entrareron Jos organos pant

on diabetes evpenmental Solamente higado y

comprobar sy perdida de peso humedo
pancreas se utthizaron para la determimacion covimaiataa Je GePh y protesnas,




13.5. CUANTIFICACION DE INSULINA

La cuantificacion de fa insulina se Hevo a cabo en el suero de la sangre obtenida por
puncion cardiaca, esta determinacion se realizéd por radioinmunocnsay o con el estuche
INSULIN-CT (CIS bio inernationaly 71 tundamento de este cnsavo se basa e la

competencia entre Ly insuling radioactivg v L msuling de 1o muestra por un mamero limitado

de anticuerpos thos en el tondo de los tubos Despues de Lsoimcabacion el iadicador noe
thado e facilmente remosido mediante un lasado [ a cantidad de insubioa marcada unida a
lon anticuerpos esnversamente proporcional a la cantidad de msubing no marcada presente
en Lrmuestra (g 12)

METODO

Se agregaron 100 gl de la solucion estandar, controfes s muestras a4 los tubos
correspondientes recubientos con anticuerpos antunsaling porcma producidos en cobavo, se
adiciono Tl de msublina-1' 7 i cada twbo, se mezekd suasemente s se incubo 1820 horas
@ U823 O cubriendo Hos tubos con paratilim. Posteniomiente ~¢ aspuo ol liguido y se ino
con 4 mlde agua destilada, Ta radioactivadad remanente seomitdio con ut contador de
centellen para tadiaciones gamma calibrado con 17 Para obtener Lo concentracion de

wsulinat en s muesteas, bis lecturas correspondientes ~e oxtrapolaron o la curva estandar.

13.6. MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUCOSA-6-
FOSFATO DESHIDROGENANSA

Sooprepare un homogemizado Jde higado s pancreas al 10 Y (pa)y enoun

amorteguadoc de PBS 0N pH O 7S con un homogenizador Polsuon T 1200,

posteniormente se centrifugo 3 13 000 ¢ g 4 0C dutante 30 minutos onouna centeituga

RECKMAN Avant™ 30 (g 1300 Se recupero of setrenadante. cen ol cual se determino
la actividad enzimatica por el mctodo de Beatler (620 v he T4 Baste metodo utiliza una
wrescla de reaccion gque contiene glucesa-b-tontata s NOADEPT como sustratos produciendose
cluconato-n-tostuto y NADPH este altimo ¢s medido o unaiongitud de onda de 330 nm.

Fi cambio gque produce en da densidad optica determina b actinvdad enzimatica de

G por wmdad de tiempo




Glucosa-6-" + NADP® __GoPD gluconato-6- + NADPH' + H°

METODO
Se realizo la siguiente mezela de reaccion:

rwemren vt on cf ¢ivane

* 230 mL de amortiguador Jde Trictanolamina, 0.8 M: pll 7.6 86 mM
¢ 0.20 mL de Cloruro de magnesio. 0.1 M 6.9 mMt
* 0.10 mL de glucona-06-P, sal de sodio (10mg/ml.)y 1.0 mM
* 010 ml de NADP, sal de sodio (1omg'mlL) 0.39 mM

« 010 ml de muestra de enzima

La densidad optica se nudio en on espectrofotontetro DU-64 Beckman a una
lomgitud de onda de 340 nmi antes de agregar fa muestra de la enzima se ey o un blanco de
reactivas el cual indica fa contiabihidad del sistema de reaccion. A coatmuacion se agregd

Lo muestra tomando L lectura desde tiempo 00y se procedio a monitorear cada munuto

durante 10 min.

CALCULO
Para obtener kaactividad de b enzima se aplivaron las siguientes tormulas:

Actividad por volumen = 3.00 N AR min = Liml de muestra

622510101

donde: 3.00 = volumen tinal en la celditla
6.22 = coeticiente de extinenon
1O = pase de fa luy por Laeeldifla
01 = volumen de la muestia

Al = cambio en la absosbancia

L7 mg de proteina

Actividad especitica = actividad por yolumen -

oncentracion de proteinas




anticuerpos anti-insulia
porci lijos

v
agregar 100ul. de: solucion estindar
controles v muestras
en los tubos correspondicntes

v

. 2
adicionar 1 ml. de Insuling-1

v

mezclar y cubrir el tubo
con paratilm

v

incubar de 184 20 h
18.25°C

v
aspirar ¢l liguido

v
lavar con 4 ml. de
agua Jdestitada
|

|
v

aspirar ¢! liguido

v
wmedir el centelleo en un contador
i
calibrado con 1'°

Figura 12, Cuantificacion de snsulina. La coantiticacion de insulina en sucro se
reahizad por radioinmunoenzay o con ol estuche INSULIN-C T(CIS bio international), e cual
s¢ basa en Ly competicion entre fa insuling marcada con 7 que torma parte det estuche yvla
msuling ro marcada de fa muestr por anticuerpos antnnsuling porcina.
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homogencizado 1 %4 p/vy determinacion
de higado y pancreas en de proteinas
PBS O IN pH 7.3

l

v
Centritugacion a 13 00og
a4 C por 30 min

l

v
recuperar sobrenadante

|

v
determinar actividad
enzimaticit de Gol'D

oy

Figura 13. Procesamiento del tejido. Se preparo un homogencizado ab 10%% (p/vy de
higado v pancreas del que se tomaron alicuotas parit L determinacion de proteinas por of
método de Bradtord (631 ¢f homogeneizado restante se centrttugo a 13 000y o 42 C por
3 many se recupero el sobrenadante. donde tue deterninada Ly actividad enzimiitica por ¢!
metodo de Beutler (62)

17, DETERMINACION DE PROTEINAS
Presiooa la centntugacion realizada para Lo mediczon dela actis adad enzimaiticn se

“

abicuotaron muestras de fos homogencizados al 10 2aipy)y de hegada s pancreas, para

ISy Este metodo

vuantiticar proteinas totales por el metedo de Bradtord (63 (F
mvolucra La wion del colorante arct bollante de Coomasie G-230 con las protemas. b
azul brdlante de Covmsaie tene dos tormas doterentes de color ropo s szul La torma rogg
s comvertida a fa torma azul despues Je su umien con fas proteumis, osto produce un camibio
on b absorcion masima Jded colorante (de 363 a 395 pon este inereiients ey montoreado

para Jdeteonmanar [a cantidad de proteinas

4!




REACTIVOS
*  Reactive de Bradtord (ver apéndice)

*  Solucion estindar de albamina (Img/mb) (ver apéndice)

METODO

Se tomo una alicuota de 10 pl. del homogenizado v se Hevod a un volumen final de
100 plcon PBS 0.1 M. pl 7.5, se agregaron 5 ml. det reactno de Bradtord diluido Vose
meuba por S nun a temperatura ambente, Hnabmente se registio L lectura de La absorbancia
395 amoen un espectrototometro DU-64 de Beckman | concentracion Jde proteina de la
muestra se obtuvo por mterpolacion en b grafica de la carva estandar e albumina boy i,

stendo esta lineal barealizacion de Lo curva estandar <o Jdenadta cnla Tabie 3

MEZCLA DE REACCHON

amortiguador de Toctanolaming 250 mlL
0.1 M pH 7.0
MuCla 0.1 M .20 ml.
Glucosa-6-1, sal de sodio ( Homg mt)) vty ml,
NADP, sal de sodio { Hhing ' ml) 0.t ml
Muaestra de enzima 010 ml.

I

|

v

absorbancia a 340 nm
desde tiempo 0 v cada minato
hasta 10

Figura 14, Medicion de 1o actividad enzimatica de la GoPD. La medicion de ta
actividad engimatica de la GOPD se realizo por ¢l método de Beatler (62), usando glucosa-
6-1 v NADP como sustratos, produciéndme gluconato-6-P y NADPH . este dlumo se
midio a 340 nm para determunar la actividad de fa GOPD por umdad de ticempo,

13.8. ANALISIS ESTADISTICO

La evaluacion estadisatica se realizo mediante 1a prueba de ANOVA,L




levar 10 pl. de homogenizado
al 10% p/v a un volumen de 100Ul con
PBS 0.1 MpH 75

|

Adicionar 3 ml. del reacuv o de .
Bradfoud dilurdo
|
v
Incubar por 3 aun
a 9.

v
Absorbancia a 393 nin

Figura 13, Deternunacion de protemas. La determinacion de proteinas se eealizd
por el mctodo de Bradford (63), este se basa en quue el azui brillante de Coomessie tiene dos
formas de cotor. de rojo pasa a azol tras Ly wison con las proteinas v ¢l cunbio gue produce
on laabsorcion se monitorea a 395 am

Tubla 3

Determinacion de protesnas

i Absorbancia g 393 pm
v - . T Bradford dituido
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14, RESULTADOS

L EFECTO DE LA NICOTINAMIDA SOBRE PESO CORPORAL Y LAS
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA E INSULINA

En la Tabla 3, figuras 16, 17 y 18, se muestran las principales caracteristicas
metabdlicas, 15 dias post-tratmniento. El grupo que mostrd ¢l porcentaje mas alto en la
disminucion de peso corporal fue el grupo diabético (341%0) con respecto al grupo control.
Las ratas diabéticas con micotinamida tue del 23% v del 12% (grupo E) El grupo que
recibio solo nicotinamida fue del 12°5 Fl estado diabetico tue contirmado por {a
concentracian de glucosa serica mostrando L concentracion mas alta ¢l grupo diabético
311 = 44,450 Hos tratados con micottnamida tenden o disonnwir parcialmente reeresando a
valores normiales (146 89 2 10 71 como es ol caso del crupo que reaibio los 3 retuerzos de
micotmamida (1625 = 1032 [l grupe con awotnanuda no presents diferencias
sigiticativas . Bl comportamiento de las concentraciones de msulma tue ol ansersa con
respedto a La glucosas los valores mas altos correspondicron al grupo control (27 01 2 3 79)
s ¢l grupo con neotinamda sin mostrar deterencras sigiaticatvas entre cHos, securdo de Jos
dos grupos diabéticos con meotnanuda. Finalmente L catas drsbeticas mosteando valores
significativos 3 seces menures que el control (98 = 288 Ta dismmuaidn eorporal on
porcentaje tue simtlar en fos pesos himedos de los diterentes organos (Tabla 5),

14.2, EFECTO DE LA NICOTINAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
Gorn

Fn L tabla o, frara 19, se muestran fas actividades hepatieas. sefalando al grupo

diabético por tener una actividad 3 oveces menos (335 £ 163 comparada con el grupo
control (975 = T ov) segmndo de tos grupos diabeéticos con mcotinanuda, el grupo gue
rectbio dos 3 retuerzos (740 2 002 o sctsidad fue corcana al contrel Las acoividades en
'p.mmu;l.s (Fig, 200 tuvicron un comportanuento simnlar al ligado Lo actividad mas baia
correspondio al grupo diabetivo £4.34 = 1 o%) con tendencia a una recuperacion fos grupnos
con nicotunanuda. La actividad enzimaiatica del grepo con mcounamida (11,33 = 2.47) no

hubo diferenctas stgmiticativas con respecto af controf
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Taubla 4

Efcecto de la nicotinamida sobre L ganancia de peso corporal y }

las concentruciones de glucosa ¢ insulina

Peso (g) Glucosa tmgAdl)

Insulina (U'D

A T
Cantrol 337,95 = 25.53 146,80 = 10 71 2701379
Nicotinamida 297.85216.73 143.29 2 12,57 293¢ 101
& — § e
Diabética 20046 = 23.50° SP1 s 4445 0.8 £ 288
) — - -

Diabetica = NA 26037 = 38,71 10720 2 35294
g
Diabéticas + NA +
IR

842170 162 5 = 10.32

26.73 £ 387

2443 2493

Liow valores represcntan 1a media £ DS de 10 caperimentos
* p- GO0 comparado con Jos otros grupos (ANOV.A)
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Figura 16, Elecwo de la nicotinamida sobre el peso corporal en Jdiabetes
expenimental. El peso de cada animal se registro antes det sacnticio, después de 15 dias de
mictda cada tase. Loy zrupos son: A) control, By nicotinamida, C) diabeticas. )
diabeticas + nicotinamida y E) diabéticas + nwotinanidya suplementadas con 3 retucrzos de
mcotinamida. Las barras representan la media = DS de 10 experimentos ( Tabla 49,
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Figura 17, Efcecto de la nicotinamida sobre L concentracion de glucosa en diabetes
experimental. La concentracion de glucosa se mindio |3 dias posttratanuente Las barras
representan fa media = DS de 10 experimentos (Tabla ) Los grupos son: Ay controt, 3)
nicotiamida, C) diabéticas. D) diabéticas = mcotinanuda v F) diabéticas « nicotinamida
suplementadas con 3 refuerzos de micotinanida
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Figura 18, Electo Jde o nicotmanmida sobre Lis concentraciones de imsulina en
diabetes expermmental. Lu concentracion de msubina se imidio por radiommunocnsaso, 13
dias postratainiento. Las barras representan fa media = DN de 10 expenmentos Fabla )
Los grupos son: A) contiol, B) niconnamida. O) diabeticas, D) diabéticas = mcotinamida v
15y diabéticas = meotinamida suplemerntadas con 3 retuctzos de nicotinamida
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Tabla S

Efecto de la nicotinamida sobre et peso hamedo de diferentes

arganoes en diahetes experimental
B C » : I
i :
aiabético Nicotinanuda : Diabéucas | Diabéticas +
NA (3R)

Peso humedo () ; A
i control

+

! NA
Higado oo 921 136006 [N R AN PRI B N

N 5 T : 1
Pulmon P17:0.2 ] L4s000 1Sl S 703 1601
Bazo 132020 0753 153202 12:02 © 17:02
Pancreas {18206 ;09=01* 14205 13203 0 171203
Corazon 12201 0 082010 1301 Sl =02 1o
R derecho PRS0 o pt=0d 1.2 :z01 B O T t3=04

! B .
K. iaquicrdo D3z i s 122010 S12=02 ¢ 13s00 !

os valores cepresentan 1a meda = DS e 10 expenimentos
*ope 000 comparado con fos ateos grupos CANOV A




Tabla 6

Efccto de fa nicotinamida sobre Iy actividad de la i
glucosa-6-fosfiuto deshidrogenasa
i T o
A ! 1 C )} [
Control L nicotinamida Diabetica Diabética ~ + Diabética »
NA A3 R
Higado 9751 FOO4 170 335 < 105° (744:070%% 174060920

i 1P22=14 134 = o8 T 77 21430 TR [ 57

L v I0res Tepresentan 13 micuia + DS de 10 expenimentos] Li actn ntad se expresa en miy my de protema
< 0001 comparado con los atros grupos {ANOV A
p - 0001 comparado con ol grupo Ay §
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Figura 19, Efecto de la nicotinanuda sobre Lo actinidad de o glucosa-0-tostato
deshidrogenasa en higado.  Las barray representan Lo media = DN de 10 experimentos
tTabla 6} Los grupos son. Ay control, 131 cotinannda, C) dubéucas, D) diabeticas -~
meotinamida y E) diabéncas » ncotmanuda suplementadas con 3 retuerzos Jde
wicotinameda.
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Figura 200 Efeco de fa mcotmannda sobre faoacasvidad de o glucosa-f-fostato
deshirdrogenasa en pancieas. Las barmis representan faomedia = DS de 10 experimentos
(labla o) Los 2rupos sons A contrel, By mcotnamada, Cy diabéncas, 1) diabéticas -
mecotinanuda v ) diabeticas = meotimamida supicmentadas con 3 retuerzas de
mcotuumida

h
19




15. DISCUSION

La busqueda por mejorar la calidad de svida del paciente diabética ha Hlevado a
estudiar diferentes suplementos terapeuticos dentro de los gue destaca la nicotinamida,
vitamina hidrosoluble ¥ precursor de Tos nucleatidos de nicotinanuda, o dos altimos atos.
la nicotingmida hy sido motivo de numerosos estudios demostrindose sus efectos benéticos
en dinbetes tipo Ty tipo 2 Por ello es importante conocer mas de cerea los mecanismos
moleculares a través de los cuales 1o micotinamuda realizg sus acciones. ademas de estudiar
diversos sistemas v parametros con este fin, Eneste estedio los organos deinteres tueron el
higado s el pancreas, el primero por ser uno de los sitios en los que La enzima Gol'D es
atectada por diversos factores fistologicos. ast como el regulador homeostasico del
meremento de oy niveles séricos de meotinmmida almacenindoda en foima de NAD ™ v ¢l
segundo por ser el fugar de sintesis Jde Lo msulma y de una postble intercomunicacion entre
organos

En nuestros resultados fue evidente que L adoumstracton de mcotianida protegid
wontra los etectos de la estreptozotocina como son 1 perdida de peso. Lo uperabicemia, v o
hipomsulinenia, Jo que es consistente con fos imtormes de Masiello v coton by

IZsta acaion protectora de la mcotmamida pudiera ser evplicado con base en tas

propredades de B vitiming de manera general o mas ospetitica do la siguiente manery

by La nicotmamuda ey un mtubidor de Lo poli- ADP sibosa polunerasa. enzima
asociada con la reparacion del DNAL diterenciaaion celular o daio cetutar, Coando se
lestona ¢l DNA la polimerasa se activa utiiszando al NADT coma substrato v como
consecuencia se consume ¢l NADT cefular ongimando b canda det ATP v tinalmente lu fises
celular; esto es causa de L distuncion de un alto porcentage de las celulas |3 pancreaticas en
aumales tratados solo con estreptosotoana. 1 g adnunstacion adiconal de mcotunamida
evita el consumo de NADT v Lo muerte dueotas celulas ) pancreaticas, esto o continma
nuestros Jdatos al obsenvarse L recuperacion de Tay concentraciones sencas de isubina en
tos ammales tratados con mcotunamida Booel higado osta hormona bene diversas acciones
como ex Lo de mbuber L gluconcogénesis, o cucogenchsis, L urogenesis v L cetogenesis,
ademas de estimular Lasintests de acidos grasos s protemas, o generall ceduce 1o sahida de

wlucosa por medio de muluples accrones que Jdetemmunan cambios en la actividad de

"
.




algunas cozumas ¥y L tasa de sintesis de otras enzimas hepdticas. Esto esplica ¢f purgue de
L hoperglicemia en las rtas insulinopenicas tratadas con estreptozotocina. - Siendo
blogueada la sobreproducerin de glucosa con mcotinanuda regresando a valores normales
los anmales que ademas recibieron los tres retuerzos de mcotnamida.

2y La administracion de nicotnanmida a cultn os pnimarnios Jde hepatocitos, se ha
constatado que aumenta Ly replicacion y sobrevivenca celular, B efecto de L nicotunamida,
se atribuye en que abastece la poza de NADT durante ¢l cultivo del hepatocito i viero, Esta
mtormacion esta acorde con la recuperacion de peso corporal en los grupos que recibieron
Lo smicotmanida, sinembargo, en el gropo gue recibio solo micotinamda se observo una
dismuinucion del peso corporal. Esta inhutnaon det creamuento se atnibuy ¢ g un aumiento en
L sintesis de N-metdmiconnamido dando como resubiado ung deticienaa de metiomina s
aumeitto de colina (o4

1 En diabetes expenmental la concentracon d¢ NADT esta disminuida debdo o la
presencia de cuerpos cetomcos que mmpude suositess linando deesta manera la
dispoiubilidad de fos nuddeotidos de mcotinamada v desregulando o metabolismo
mtenmedtano (31)

fstudios recientes avalan que Lo iperahicemia e o causa prnaipal del dano eclular en

Lo diabetes methitus, dande como resultado un aumento Jdoeb estres oxadatinve Hnoesta
condicion, L Gol’D) thene una participacion preporderante en regular of NADPHL principal

redoctor imtrocelular regquerdo por Los sistemas antionadantes Ta GOPD os of paso hinatante

de Biviade fas pentosas tostato gue ademas de zenerar NOADPH tanibien aporta precursores

para L sintesis Jdeactdos nuclewos La sipuiente envinia de Lo via de Las pentosas os otra
deshidrogenasa, o o-tostoziuconoiatona destudrovenasa productora de NADPHD Sin
cenbarco, b actis dad de L enzuna es completamente dependiente Jde la GaPDasi fa G6PD

wonotadtomn Hay otea enzaima

ey L tuente wiva del subsiato para esta enzuna (h-fostoy
que produce NADPH. fmalato desbrdrogenasa depenasente de NADE o da mayona de
Las celulias osta enzima vo puede remplazar o Lo GAPD como tuente pancipad de NADPH
Sinembargo en heado, wpdo adiposo, celuta Bopancratica voed macrotago Ta malato
deshidiogenasa dependiente de NADPT pudicra tener un papel significause en a

produccion de NADPH Eaoel bumano, 1 deticiencin dela GOPD esa wsociada con ol

desartollo de La diabetes,

o
-




Kurtz y Wells asi como Nakamura v col. fucron fos primeros en demostrar que fainsalina

induce fa actividad de la GOPD en el hepatocito en cultin o, Estudios subsceuentes con satas

diabéticas v cultivos de hepatocitos tratados con insuhing sugieren que la accion de Lt
hormona regulia fa expresion de la GOPD a nivel de postransernipeion (40, 63 No obstante
de estos informes existen varias evidencias gue sugicren que baansulig movive no puede
regutar dircctamente ¢l mivel de osta enzima; dade que la cantidad de msabia requerida
para producir un aumento siziificatin o de e deshidrogenasa debe ser onnvor gque Tas doss
tistologicas. La msubina, asi comae La diets han sido inplicadas en regular fos niveles de la
GOPD; Ta dicta con glucosa causa Lo iberacion de msudia o partie del pancreas, e~ probable
que Lo accron del carbohidrato sea secundana af estumula Lo hberacion de lahormona Eoel
vaso de dietas con fructosa se obticne una actividad muy baa de b glucocinasaa, enzima que
requiere msuhing para su sintesis, es postble que fa tuctosa seiaincapaz de causar la
hberacion de L insuling parg mantener fos niveles notmades de o enzima o contraste con
L glucoamasa, fa fructosa sy es capaz de aumentar bos saveles de Lo GO alb seoal que ta
dieta con glucosa. yva gue ambas producen concentraciones sinvlares de L GOPD se puede
vspecular que utilizan ol mismoe mecamsmo o cual noomvolucra ada imsalima. Adicional a
stos trabajes se ha observado gue ademas Jde laomsubing v carbohudiatos, L enzima es
regulada por diversos tactores, cremplo de cllo ey bimducaion de g acinadad s expresion
de L GolPDantractening pos NADPH i omisel postransanipaon 166, 67y

Nuestros resuftidos indican que o adninesiracon de o mcotinumda tue capas de
mantener s actividades de L GOPD en ~uranze nonnal en hizado s panereas. Por el
vontrito. en condiciones de hiperghecma Lo aciividad de L enzima dismimuy o cnambos
tenides: concordando estos resultados. con Las actividades hepaticas enconteadas por atros
investigadores (41, 49y

Apesiar que seovonove, que of decremento Jde L tanaenahdad de s GOPD pudiers
resultar desususeeptibihdad al aumiento ded ostres oxsdativo . ol Manco molecular precisa
~e desconoce. Loy maodelos o viro han contnbunde enevphiear L doovnuaion de fa
actividad de la GOPD en diabetes experunental Todo addica que su acividad depende Jde

2rupos toles (b8) cercanos al siio active v de residuos de Tisina «09) prescites en sy sttio

catalitico, eb cual esta expuesto de ser mosditicado por eb anbiente celular
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Iin ¢l sindrome dabético se han detectado sustancias reactivas del dcido
tiobarbitdrico, marcador de lipoperoxidacion que resufta de fa interaccion del radical
hidrovato (O con los fipidos, para formar aldehidos ne saturados como e S-hidrov-2-
noneal (HENE) principal producto de lipopatoadacion con varios electos citotonicos. Esto
se b demostrado durante 1o incubacion de b GOPD (lencomosioe mesenteraides) en
presencia de HNEL continnande que esta prerde sooactividad ensimaticas sva que il

fura del

reaccionar el grupo £ amoo del residuo de Tising de L GOPD con una dobile iy
HINE thrman el aducto hsma-HEN (703 Ademis fa exposicion de tibroblistos con ghosal v
entactos erudos de higado de raton con S-deoniglucosona disimimus e L actividad de la
GoP'D L os dos son a osoaldehidos involuctdes on Lo tormacion Jde productos finales de
cheosilacion avanzada BV primero se torma por o decaadacion deglucosas Jde proteinas
vheomladas v hipoperondacion; v da 3-deosiglucosona tosuita de Lo fagmentacion Jde
fructosd 5= tostato s de fa degradacion de protemas ehoosidadas Tamibien se ha obsersado
en da cetula Bopancreatica, los endotchales deoaorta el tendo adiposo expuestos a
concentractones aftas de glucosa aumentan s concertiaciones de CANMIP el caal aosavez
Causd o converston de una protein cinasa dependiente deoelaosu torma activa eesultando 1
tostoracion ¢omactivacon de L GOPDY 39 iy mediticacmones o Las gue osta expuesta
Ly GOPD exphican La disnunucion de b actis sdad enlos cnunales duabéticos

I ¢l presente estindio somos os promereos on demostrar que la mcotinamida
manticne la actividad Jde Lo GoPD contra Las moditicaciones antes mencaonadas b parte
pucde deberse a i secreaien de msuhina de un pinceeas reonanente, ase come sl aumiento del
resersorio de NADT por ser Lo mcotmanuda sy precursor Fanto en ol eotrodito como en
[ eucomontoe mesenterocdos L GOPD s protegida por NADT NADE v glucosa-t-tostato
contra agentes ovdantes ol dar estabthidad estrectural a0 o enzina Sincmbargo se

requicren estudios tuturos para demostrar s L ncotmnanida tiene L capacidad Jdeinducir la

cnpresion de Ly enzima.




16. CONCLUSIONES

La nicotinamida cjerce etectos protectores contra ¢l estado diabético inducido

por la estreptozotocing, como son:

*  Induce da actividad de la glucosa-6-tostato deshidrogenasa tanto en higado
o

€OmMo en pancreas.
¢ Disminuye de la concentracion de glucosa sanguinea.
* Incrementa L concentracion de insulina.
= Previence la pérdida de peso corporal.
Los resultados de este trabajo nos hacen pensar en {a nicotinamida como una
alternativa terapeutica a mediano plazo. ya que previene notablemente los etectos de

la diabetes en unimales de experimentacion v hasta hoy no ha demostrado ser

toxica.




17. APENDICE
17.1. LISTA Y PREPARACION DE REACTIVOS

17.1.1. Citrato de Sodio 0.1 M. pH 4.5
Se disolvieron 29.41g de Citrato de sodio (Merck) en 900 ml de agua destilada, se

ajustd el pH a 4.5y se aford a !t litro.

17.1.2. Cloruro de magnesio 0. 1M

Se disolvieron 9 32 ¢ de cloruro de magnesio (Sigma) en | litro de agua destilada,
17.1.3. Estreptozotocina (Calbiochem)

17 1.4, Glucosa-6-Fostao (10 mgml)

Se disolvieron 10 my de glucosa-6-tostato, sal de sodio (Signu) en | mL de TEA.
171,35, Ketarmina 1 8ector Salud)

1716, NADP™ (10 me/ml.)
Se disolvieron 10 myg de NADP, sal de sodiv tSigmajen ml. de TEA.

17.1.7. Nicotinamida (Sigma)

17.1.8 PBSOIM. pH 75

Se disolvia: 8.2 g de Cloruro de sodio (Merch)
0.15306 ¢ de Cloruro de potasio ( Merck)
13 g de Fostato de sodio monebisico (Moerek)
1,342 g de Fostato de potasio dibuasica A lerck)

en 900 mlL de agua destifada, agitando hasta s dsolucion. Se austa of pHa75y

se atoro a1 litro




17.1.9. Reactivo de Bradford

Se disolvid 100 mg de Azul brillante de coomassie G-230 (Sigma) en 50 mL de
ctanol (Merck) al 93%. Se agregaron 100 ml. de Gcido foslorico concentrado
(Merek) y se anadio agua destilada o an volumen final de 200 ml.. Este colorante se

diluyo 1:5 enagua destifada 'y se filuo

17.1.10 Solucion estandar de albumina (1 mg'mi )
Se pesaron 10 my de atbinuna boviea fraccion V' (Sigma) v se disolvieron en

10 mL de agua destlada.

17111 Solucion salina 0.9 %4 (Sector Satad)

170,12 Trictanokamina (TEAY O L M, pH 7.6

Se disolvieron 18,36 g de Trictenolamina (Sigma) en 900 ml. de agua destilada, se

ajusto ¢l pH a 7.6 y se aforo a 1 litro
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