Relacion de glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG) en ratas
diabéticas tratadas con maca (Lepidium meyenii walp)

Value of reduced / oxidized glutathione (GSH / GSSG) in diabetic rats treated with maca
(Lepidium meyenii Walp)

Ruth Cisneros’', Raquel Oré?, Inés Arnao’, Silvia Suarez’

' Docente, Departamento de Ciencias Dinamicas, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Perd.
’ Centro de Investigacion de Bioguimica y Nutricion, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima, Peru.

Resumen

Introduccion: La diabetes mellitus y sus complicaciones representan un problema de salud publica. La hiperglucemia desencadena
efectos bioguimicos dafinos para el organismo, como el estrés oxidativo y el proceso inflamatorio cronico, por lo que el uso de plantas
medicinales con elevada capacidad antioxidante, como Lepidium meyenii Walp (maca), es una alternativa en el tratamiento de esta
patologia. Objetivo: Determinar si la ingestion de harina de maca mejora la relacion glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG) en ratas
diabéticas. Disefio: Experimental. Institucidn: Centro de Investigacion de Bioguimica y Nutricion, Facultad de Medicina, UNMSM, Lima,
Peru. Material biolégico: Harina de maca amarilla y ratas albinas Holtzman machos adultas. Intervenciones: Se utilizo 24 ratas, a los
cuales se les indujo la diabetes con estreptozotocina (STZ) 40 mg/kg de masa corporal y que fueron distribuidas aleatoriamente en
cuatro grupos, de seis animales cada uno: control (CO), glibenclamida (GL) 10 mg/kg de masa corporal, maca 4 g/dia (M4) y maca
6 g/dia (Ms); el experimento durd 40 dias. Se evaluo la glicemia, masa corporal y, al final del experimento, se determind los niveles
de GSH y GSSG en plasma y homogenizado de higado. Principales medidas de resultados: Masa corporal, glicemia, GSH y GSSG en
plasma y homogenizado de higado. Resultados: A nivel plasmatico, el glutation circulante estuvo favorecido para la forma reducida.
Los valores de la relacion GSH/GSSG en los grupos tratados con maca estuvieron alrededor de 190, significativamente mayor al grupo
CO. Conclusiones: La administracion de harina de maca amarilla a ratas diabéticas incremento la relacion GSH/GSSG a nivel plasma-
tico, contribuyendo a mejorar su estado redox.
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Abstract

Background: Diabetes mellitus and its complications are public health problems. Hyperglycemia triggers harmful biochemical effects
to the body, such as oxidative stress and inflammatory process. The use of medicinal plants with high antioxidant capacity as Lepidium
meyenii Walp (maca) is an alternative in treatment of this disease. Objective: To determine whether ingestion of maca flour improves the
relation reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG) in diabetic rats. Design: Experimental. Setting: Biochemistry and Nutrition Research
Center, Faculty of Medicine, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Biological material: Yellow maca flour and adult
male Holtzman albino rats. Interventions: Diabetes was induced in 24 rats with streptozotocin (STZ) 40 mg/kg body mass; rats were
randomly divided into four groups of six animals each: control (CO), glibenclamide (GL) 10 mg/kg body mass, maca 4 g/day (M4), and
maca 6 g/day (Ms6). The experiment lasted 40 days. We evaluated glucose, body mass and levels of GSH and GSSG in plasma and
liver homogenate at the end of the experiment. Main outcome measures: Body mass, plasma glucose, GSH and GSSG in plasma and
liver homogenate. Results: Plasma was favored with circulating reduced glutathione. Values of GSH / GSSG ratio in groups treated
with maca were about 190, significantly higher than in the CO group. Conclusions: Yellow maca flour administration to diabetic rats
increased the GSH / GSSG ratio in plasma and contributed in improving redox status.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una en-
fermedad crénica de elevada incidencia
y prevalencia a nivel mundial, consti-
tuyendo en la actualidad uno de los
graves problemas de salud ptblica ¢?.
En el Per, la prevalencia de diabetes
es de 1 a 8% en la poblacién general,
encontrandose Piura y Lima como
los méas afectados @. En la actualidad,

afecta a més de un millén de peruanos
y menos de la mitad ha sido diagnos-
ticado ¥. La diabetes mellitus es una
enfermedad metabdlica de origen en-
docrino, cuya principal caracteristica
bioquimica es la hiperglucemia crénica
asociada a fallas en la accién o produc-
cién de la insulina, con alteraciones
del metabolismo intermedio de lipidos
y protefnas ©. En lo que se refiere a la
investigacion sobre DM, se ha desarro-

llado diversas lineas que pretenden ex-
plicar los mecanismos fisiopatolégicos
y complicaciones en esta enfermedad.
Se ha sefialado de manera consisten-
te a la hiperglucemia crénica como la
condicién fisiolégica responsable del
desarrollo de las complicaciones del
paciente diabético, a través de diversos
mecanismos bioquimicos que llevan a
procesos como el estrés oxidativo y la
inflamacién crénica ©.
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En nuestro organismo existen di-
ferentes mecanismos para evitar la
extensién del dafio causada por los ra-
dicales libres. Estos incluyen sistemas
enzimaticos y moléculas exdgenas y
enddgenas, como el glutatiéon reduci-
do (GSH), metabolito empleado como
pardmetro de estrés oxidativo para eva-
luar implicancias clinicas, integridad y
funcionalidad ©. Esta biomolécula es
un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-
glicina) y tiene un papel fundamental
en la proteccién celular contra la injuria
oxidativa. Tiene un enlace y -glutamilo
y un grupo tiol libre. El primer enlace
impide que el GSH sea hidrolizado por
las a-peptidasas. El segundo hace que
el GSH sea extraordinariamente reac-
tivo con otras sustancias, incluyendo

xenobidticos 7.

Los cambios de concentracién de
GSH en sangre podrian dar una me-
dida del estrés oxidativo in vivo ®. La
importancia de sus funciones dentro de
los sistemas bioldgicos ha dado lugar a
la existencia de un sistema GSH que
incluye ademas enzimas relacionadas
con su metabolismo, responsables del
mantenimiento de su estado redox en
condiciones fisiologicas ©. La oxida-
cién enzimética del GSH se produce
como producto de la actividad de la
glutatién peroxidasa (GPx), tal como

se describe a continuacién 1%V,

GPx
H,0, + 2GSH — 2 H,0 + GSSG
Glutation
oxidado

El glutatién oxidado (GSSQG) es lue-
go reducido por la glutatién reductasa
(GRd), que utiliza la coenzima nicoti-
namida adenina dinucleétido fosfato
reducido (NADPH), proveniente de la
via pentosa fosfato como dador de elec-
trones, manteniendo asf la proporcién

GSH/GSSG 1213,

El GSH esta sujeto a un constante
recambio en el organismo; higado, ri-
fiones, pulmones, corazdn, intestinos
y musculos son los principales 6rganos
responsables de su homeostasis *¥.

Desde hace unas décadas se realizan
esfuerzos a nivel mundial para revalo-
rar la medicina tradicional y alternativa
para contribuir a mitigar los problemas
de salud publica, como la diabetes. En
ese esfuerzo, nuestro pafs ha aportado
recursos naturales, como el Lepidium
peruvianum variedad Chacoén, también
conocida como Lepidium meyenii Walp
‘maca’, que se cultiva principalmen-
te en las regiones Suni y Puna, de los
departamentos de Junin y Pasco, entre
los 3 700 y 4 500 m.s.n.m. . Su raiz
constituye la porcién comestible de
la planta, y la medicina tradicional le
atribuye propiedades afrodisfacas, regu-
ladora, inmunoestimulante, energizan-
te y antiartritica 9. Entre otros usos,
también se la emplea para la reduccién
de los efectos del estrés y la fatiga.
Aun cuando los mecanismos no han
sido dilucidados, se ha propuesto que
la maca es citostitica y antitumoral,
antioxidante e hipoglicemiante. Es un
adaptégeno, que aumenta la energia,
la resistencia y reduce el estrés (719,
Estudios realizados en ratas, ratones y
cobayos, han demostrado las propieda-
des de la maca sobre el comportamien-
to sexual y sus efectos positivos sobre la
fertilidad ?. Su contenido de metabo-
litos secundarios cuenta con principios
activos, como el derivado bencilado
1,2-dihidro-N-hidroxipiridina, llamado
macaridina, las macamidas N-bencil-
5-0x0-6E,8E octadecadienamida, N-
bencil-hexadecanamida, acido acético,
4cido 5-0x0-6E,8E-octadecadienoico y
los glucosinolatos @2

El estudio que presentamos tiene
como objetivo evaluar los cambios

NADPH
+H
Viade la
pentosa FAD | GRd
fosfato \
NADP+

GSSG 2H,0
Se | GPx

2 GSH H,0,

plasmaticos y en el tejido hepatico del
GSH total y la relacién GSH/GSSG al
administrar harina de maca amarilla en
dos concentraciones, en un modelo ex-
perimental de diabetes.

No hay estudios bioquimicos publi-
cados que incluyan los cambios de la
relacion GSH/GSSG en organismos
que reciben maca en un modelo de dia-
betes, por lo que nuestro aporte es im-
portante para entender los mecanismos
de defensa antioxidante involucrados
luego de la administracién de maca.

METODOS

La maca ecotipo amarillo usada en la
presente investigacién fue colectada
en Carhuamayo-Junin. Las raices de
maca, de 5 a 7 cm de didmetro, ente-
ras, fueron limpiadas, elimindandose las
raicillas. Luego, fueron lavadas para
retirar el detritus, cortadas en ldminas
y desecadas en una estufa de aire cir-
culante, entre 37 y 40°C, durante 48
horas, aproximadamente, hasta masa
constante. Después se procedié a la
molienda y tamizado, hasta obtener un
polvo fino que fue conservado en reci-
pientes de plastico sellados hermética-
mente, hasta antes de su uso.

Se realizé un estudio de tipo experi-
mental, en el que se us6 24 ratas albinas
Holtzman machos adultas, de 3 meses
de edad, adquiridas en la Universidad
Agraria La Molina, cuyas masas corpo-
rales estaban comprendidas entre 280 y
320 g, distribuidos de manera aleatoria
en cuatro grupos de 6 animales cada
uno.

Los animales fueron mantenidos en
el bioterio del Centro de Investigacién
de Bioquimica y Nutricién, de la Facul-
tad de Medicina, UNMSM, en jaulas
individuales, con dieta balanceada y
agua ad libitum, temperatura promedio
de 22°C y un ciclo de luz/oscuridad de
12/12 horas. Fueron pesados diaria-
mente durante el tiempo que duré el
estudio. Luego del perfodo de adapta-
cién y de un ayuno de 12 horas, se de-
termin la glicemia como lectura inicial
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(107,5 mg/dL + 16,3). Para inducir la
diabetes, se inyectd estreptozotocina a
los cuatro grupos (STZ, Sigma Chemi-
cal Co., St Louis), el cual se diluy6 con
buffer citrato de sodio 10 mM, a pH
4,5, inmediatamente antes de su uso y
se mantuvo en hielo hasta inyectar 40
mg/kg de masa corporal, por via intra-
peritoneal @Y. Se dos6 los niveles de
glucosa antes de iniciar el tratamiento

(dfa 1) y cada 7 dias, durante 40 dias.

Los tratamientos administrados a
cada grupo fueron los siguientes: Al
grupo control (CO) se le administré 1
mL de suero fisiolégico por via orogés-
trica, los grupos maca 4 (M4) y maca 6
(M6) recibieron en su dieta harina de
maca amarilla (4 y 6 g/dfa), respectiva-
mente. Al grupo glibenclamida (Gl) se
le administré por via orogéstrica gliben-
clamida (10 mg/kg de masa) disuelta en
suero fisioldgico.

Se tuvo en cuenta las normas y pro-
cedimientos éticos para el manejo de
animales de experimentacién estableci-
dos internacionalmente ??.

Completado el periodo experimen-
tal, los animales fueron sacrificados,
previa anestesia. Se tomé muestras de
higado y sangre, para las determinacio-
nes bioquimicas. Se preparé un homo-
genizado de higado al 10%, en buffer
fosfato 0,05 M, pH 7,4. Se centrifugéd
a 754 x g, durante 5 minutos, en una
centrifuga marca Sorvall, rotor SS-34,
y se trabajé con el sobrenadante. El
tejido se mantuvo a 4°C durante todo
el procesamiento, incluyendo los ensa-
yos bioquimicos. El homogenizado de
higado y el plasma fueron acidificados
con 4cido tricloroacético al 100%, para
determinar el GSH total y el GSSG.
Los niveles de glutatién total fueron
determinados utilizando el método de
Boyne @, se determiné en presencia
de vitamina C, glioxilato y 4cido 2 di-
tiobisnitrobenzoico (DTNB), midiendo
en el espectrofotémetro a 412 nm. El
GSSG fue calculado restando el GSH
del glutatién total.

Para la determinacién de glucosa,
se obtuvo las muestras de sangre de Ia
base de la cola de las ratas albinas. La
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Figura 1. Pesos (g) de ratas diabéticas por dia, segun grupo de tratamiento.

gota de sangre fue colocada en la tira
reactiva del hemoglucotest Accuchec
Active de Roche.

Los resultados fueron analizados
empleando la prueba t-student; las di-
ferencias han sido consideradas signifi-
cativas cuando p<0,05.

RESULTADOS

La figura 1 muestra las masas corporales
de todos los grupos, observandose una
disminucién de masa en el grupo GI.

La figura 2 sefala el porcentaje de
disminucién de la glicemia a los cua-
renta dias de tratamiento,observiandose
que esta fue mayor en el grupo M6.

El porcentaje de disminucién de
la glicemia a los cuarenta dias de tra-
tamiento fue mayor en el grupo M6
(57,8%), que en los grupos CO (27,9%),
GI (35,2%) y M4 (34,4%).

La administracién de la harina de
maca 4 y 6 g/dfa produjo un incremento
de la GSH en el homogenizado de higa-
do. Lo mismo se observé para el grupo
diabético tratado con glibenclamida.
Sin embargo, los grupos que recibieron

4 y 6 g/dia de harina de maca no mos-
traron diferencia significativa (p<0,05)
respecto al grupo control (figura 2).

También se observé un incremen-
to de la GSH en el plasma de ambos
grupos de ratas tratadas con harina de
maca siendo en este caso la diferencia
significativa (p<0,05) respecto al gru-
po control (figura 3).

En las ratas diabéticas que recibie-
ron tratamiento con glibenclamida, se
observé claramente cémo estaba incre-
mentado el GSSG en el homogenizado
del higado (figura 2). Sin embargo, en
el plasma (figura 3) se observé que el
GSSG se encontraba incrementado
en el grupo control diabético respec-
to al grupo tratado con glibenclamida
(p<0,05).

Al determinar la relacion GSH/
GSSG en el homogenizado de higado
(figura 2), se encontré que el grupo M6
tuvo un valor mucho més bajo (30) res-
pecto a los grupos CO, Gl y M4 (35, 37
y 34, respectivamente). Sin embargo,
en el plasma se encontro que la relacién
GSH/GSSG fue més baja en el grupo
control (137) con respecto a los grupos
tratados con maca (M4:191 y M6:188)
y glibenclamida (189) (figura 3).
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Figura 2. Niveles de GSH, GSSG vy relaciéon GSH/GSSG en homogenizado de higado de ratas
diabéticas, segun grupo de tratamiento.

DISCUSION

La relacién cualitativa entre el nivel
de glicemia, la acumulacién tisular de
especies de glicacién avanzada (AGEs)
y los diferentes matices de la patolo-
gfa microvascular diabética han sido
objeto de extensos estudios en mode-
los animales. Una primera constata-
cién, en apariencia paraddjica, es que
la formacién de AGEs aumenta en un
grado mucho mayor que el aumento
de la glicemia; este hecho sugiere que
incluso elevaciones moderadas en la
glicemia en los diabéticos resultarfan
en aumentos sustanciales, no lineares,
en la acumulacién de AGEs #%. La gli-
caci6n es un fenémeno importante en
el desgaste tisular y junto con el estrés
oxidativo (EOx) forman la base de las
teorfas estocasticas del envejecimiento.
Estos procesos estén incrementados en
pacientes diabéticos. Se cree que los
AGEs circulantes son probablemente
el resultado del catabolismo incomple-
to de protefnas AGEs, a cargo de los
macréfagos y otras células ®. Es asi
como la hiperglucemia crénica ha sido
vinculada con el EOx en los pacientes
diabéticos, en los cuales se ha descrito
niveles elevados de marcadores de oxi-
dacién, ademas de asociacién con el
control glucémico y los AGEs.

Fahey y col, en 2001, demostraron la
actividad antioxidante y anticarcinogé-
nica del hipocétilo de la maca, debido a
su contenido de isotiocianato 9. Se ha
encontrado, en 2002, que la maca pre-
senta la capacidad de eliminar radicales
libres y proteger a las células contra el
dafio oxidativo #7.

Es interesante observar que en los
animales tratados con maca y contro-

les no hubo pérdida de peso respecto
al grupo tratado con glibenclamida, lo
que podrfa ser explicado por mayores
niveles de insulina, favorecidos con el
tratamiento por maca . Debe agre-
garse que, ademas, durante los 40 dfas
del tratamiento se observé que los ani-
males de los grupos tratados con maca
desarrollaban un incremento de los va-
lores de GSH, tanto en el homogeniza-
do de higado y en el plasma (figura 3 y
4), con respecto al grupo CO.

La relacion GSH/GSSG en condi-
ciones fisiolégicas es mayor que 100.
Con el estrés oxidativo se acumula
GSSG vy disminuye la relacién, lo que
indica cambios en el estado redox que
afectan el balance de la proliferacion, la
diferenciacién y la muerte celular.

En el presente estudio, esta relacién
a nivel hepatico mostr4 valores meno-
res de 100, lo que significa que exis-
tié una mayor proporcién de la forma
oxidada, probablemente producto de
la actividad de GSH peroxidasa o por
un deficiente sistema de recuperacién
de la forma reducida; esto ocurrié atn
cuando los niveles de GSH reducido en
el grupo M4 fue significativamente ma-
yor al grupo CO. El mismo comporta-
miento fue observado en el grupo M6,
pero sin significancia estadistica.
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Figura 3. Niveles de GSH, GSSG y relacién GSH/GSSG en plasma de ratas diabéticas, segun
grupo de tratamiento.
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Analizada esta relacién a nivel plas-
mético, los resultados muestran que el
glutatién circulante se encontré favo-
recido para la forma reducida, pues los
valores de la relacién GSH/GSSG estu-
vieron alrededor de 190, significativa-
mente mayor al grupo CO.

La determinacién de la relacién en
plasma de GSH/GSSG reflejarfa los
cambios que al parecer se producen en
tejidos extrahepéticos. La presencia de
insuficientes cantidades de GSH pone
en marcha la sintesis de novo de GSH.
Este tipo de sintesis se lleva a cabo a
partir de los precursores del GSH y no
por transformacién a partir del GSSG.
La finalidad de este mecanismo es res-
tablecer los valores de GSH @. Otra
posible explicacién serfa la exportacién
de GSH reducido de los hematies, co-
nociendo que tiene un poderoso siste-
ma de recuperacién de GSH, debido a
la permanente agresién oxidativa de la
molécula de oxigeno que debe trans-
portar mediante la hemoglobina.

En situaciones patolégicas, las célu-
las preapoptéticas y apoptéticas tienen
una relacién GSH/GSSG baja, inclu-
yendo a las protefnas con grupos —SH,
con relacién a las células normales, lo
que evidencia el papel sefializador de
los niveles disminuidos de GSH redu-
cido o los niveles incrementados de
GSSG, como parte de la regulacién re-
dox en la homeostasis celular 9,

Se puede concluir que la adminis-
tracién de la harina de maca amarilla
en el modelo experimental del presen-
te estudio produjo un aumento de Ia
relacién glutatién reducido/ glutatién
oxidado (GSH/GSSG) a nivel plasm4-
tico, contribuyendo a mejorar su estado
redox. Estos resultados constituyen los
primeros que se reportan para la admi-
nistracién de harina de maca amarilla
en un modelo de diabetes experimental
y servirdn de referencia para posteriores
estudios que se requiere para conocer
los mecanismos de accién de dicho tu-
bérculo en este problema de salud pu-

blica.
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