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RESUMEN

La concentracion fisiolodgica de la glucosa sanguinea
en los humanos (80-90 mg/dl) se mantiene en este ran-
go a través de mecanismos sistémicos altamente
regulados. Cuando estos mecanismos no operan ade-
cuadamente, la glucosa sanguinea disminuye dando
lugar a un estado de hipoglucemia. La disminucién de
glucosa por debajo de los 20 mg/dl induce un estado
de coma hipoglucémico caracterizado por el cese
o aplanamiento de la actividad cerebral eléctrica. Dicho
estado puede revertirse a través de la administracion
intravenosa de glucosa. Como consecuencia de un epi-
sodio hipoglucémico ocurre dafo neuronal debido a
que el cerebro es altamente dependiente del aporte
sanguineo de glucosa; la cual es la fuente de energia
principal necesaria para su correcto funcionamiento.
Una gran variedad de funciones celulares se alteran en
condiciones de deficiencia energética; como tales: el
mantenimiento de los gradientes idnicos, la liberacién
y recaptura de neurotransmisores, la regulacién de la
concentracion intracelular de calcio y la funcién
mitocondrial. Muchas evidencias sefialan la articipa-
cion del glutamato como excitotoxina en la muerte
neuronal hipoglucémica y recientemente; se ha pro-
puesto que el estrés oxidativo juega un papel importante
en este proceso. En esta revisién analizamos los
factores que contribuyen al desarrollo de dafio cerebral
en hipoglucemia.
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MECHANISMS INVOLVED IN NEURONAL
DAMAGE ASSOCIATED TO HYPOGLYCEMIA

ABSTRACT

In physiological conditions blood glucose concen-
tration (80-90 mg/dl) is maintained through highly
regulated systemic mechanisms. Disruption of, these
mechanisms leads to hypoglycemia, whose decreases
to levels lower to 20 mg/dl blocks the electrical activity
of the brain. This condition is known as hypogly-
cemic coma and can be overcome by intravenous
administration of glucose. Subsequently to the hypogly-
cemic episode, it occurs brain damage determined by
the high dependency of brain on glucose blood supply,
which is the main energy source necessary for its normal
functioning. Many neuronal functions are compromised
during energy failure such as the maintenance of ionic
gradients, the release and reuptake of neurotrans-
mitters, the intracellular buffering of calcium, and
the mitochondrial function. Excitotoxical glutamate
activity in hypoglycemic neuronal damage is well
documented, and a role of oxidative stress in this
process has recently raised. The contribution of the-
se processes to hypolgycemic brain damage is the main
subject of this review.

Key words: hypoglycemia, brain damage, oxidative
stress, excitotoxicity.

a concentracion fisiologica de glucosa en
sangre oscila entre 80-90 mg/dl (normo-
glucemia) y se modifica en diversas situa-
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ciones. La ingesta de alimentos induce un aumento en
los niveles de glucosa alrededor de 200 mg/dl
(hiperglucemia), mientras que en el ayuno prolongado
su nivel disminuye hasta 60-40 mg/dl (hipoglucemia
moderada). Si el nivel de glucosa disminuye ain mas
(menor 20 mg/dl) se puede presentar una hipoglu-
cemia severa que se acompana del cese de la
actividad eléctrica del cerebro o de coma hipoglu-
cémico. Existen mecanismos compensatorios
encargados de mantener los niveles de glucosa dentro
del rango fisioldgico, uno de ellos es la liberacion de
insulina que ocurre como respuesta a la hiperglucemia.
La insulina es una hormona pancreética que provoca
una disminucién en la concentracién sanguinea de
glucosa, ya que aumenta su captura en diversos tipos
celulares, y en especial en el higado en donde
favorece la sintesis de glucdgeno y de acidos grasos,
considerandose por eso una hormona anabdlica. Por
su parte, la hipoglucemia provoca la liberacién de
hormona de crecimiento, cortisol y epinefrina. Esta
Gltima, induce la liberacién de glucagon hacia la
sangre y la accién conjunta de todas ellas favorecen
principalmente la liberacion hepatica de glucosa
(figura 1).

El cerebro depende del aporte continuo de
glucosa para su buen funcionamiento, de tal manera
que cuando éste se interrumpe, por ejemplo durante
la isquemia o la hipoglucemia, se puede presentar
dafno neuronal. La vulnerabilidad de las distintas
regiones cerebrales a la muerte en estas dos situa-
ciones es la misma, siendo mas sensibles la corteza,
el hipocampo vy el cuerpo estriado, pero la distribu-
cién del dano es diferente’. Por ejemplo, en el
hipocampo en condiciones de hipoglucemia se
lesionan zonas mediales de la regién CA1 y el
subiculo, mientras que éste es resistente a la isquemia.

La hipoglucemia es un estado generalmente
transitorio, aunque puede presentarse en forma
crénica, tanto en adultos como en infantes con trastor-
nos hormonales, como es la deficiencia de glucagon
o alteraciones en la hormona del crecimiento, en-
tre otras. Los pacientes diabéticos dependientes de
insulina (diabetes tipo 1) también estan expuestos a
estados de hipoglucemia, ya que al administrarse la
insulina pueden excederse en la dosis y provocar asi
una disminucién excesiva en los niveles sanguineos de
glucosa. La hipoglucemia también puede presen-
tarse como consecuencia de un insulinoma que al
sintetizar y liberar insulina de manera excesiva, pro-
duce la hipoglucemia. Se ha demostrado que
la hipoglucemia moderada afecta los procesos de me-
moria en humanos?, y que episodios repetidos
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Figura 1. La concentracion fisiologica de glucosa es de 80-90 mg/dl.
Tras la ingesta de alimento la glicemia puede alcanzar niveles alrede-
dor de 200 mg/dl, lo que se conoce como hiperglucemia. El organismo
responde a este estado con la secrecion pancreatica de insulina la cual
promueve la captura de glucosa en diversos tipos celulares, tales como
en células hepaticas, promoviendo que sus niveles regresen a los valo-
res basales. Por el contrario, en periodos de ayuno prolongado, los
niveles sanguineos de glucosa disminuyen causando lo que se conoce
como hipoglucemia moderada ante la cual, el organismo induce la
liberacién de hormona de crecimiento, cortisol y epinefrina. Esta
ultima, estimula la liberacion pancreatica de glucagon, que junto con
las hormonas antes mencionadas, aumentan la liberacion de glucosa
principalmente en el higado. Si alguno de estos mecanismos regulado-
res falla, los niveles de glucosa pueden llegar a ser menores a 20 mg/dl,
induciendo el cese de la actividad eléctrica cerebral y la muerte neuronal
subsecuente.

de hipoglucemia severa, frecuentes en los pacientes
diabéticos tipo 1, causan déficit cognoscitivo irrever-
sibled, el cual correlaciona con el dano a estructuras
cerebrales como el hipocampo*.

Para estudiar el dafno neuronal asociado a la
hipoglucemia se han desarrollado diversos modelos
animales. El modelo in vivo mas utilizado es la
inyeccion sistémica de insulina en ratas, la cual
provoca una disminucioén progresiva de la concen-
tracion sanguinea de glucosa hasta alcanzar niveles
menores a 20 mg/d| e induce un estado de coma o
periodo isoeléctrico. Si éste se prolonga por mas de
15 min se produce muerte neuronal. Para restablecer
la normoglucemia y la actividad cerebral, y por con-
siguiente evitar la muerte del animal; se administra
glucosa por via intravenosa. El dafo subsiguiente al
coma hipoglucémico tiene una relacion directa con la
duracién de éste, entre mas largo sea el periodo
isoeléctrico mayor extension tendra la lesion®. Por otra
parte, se han desarrollado modelos in vitro en cultivos
celulares de tejido cerebral, en los cuales se mimetiza
la condicién hipoglucémica mediante la privacion de
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glucosa. Sin embargo, las conclusiones derivadas
de los estudios in vitro no siempre son extrapolables
a lo que ocurre en sistemas in vivo. Estos dos tipos de
modelos han sido muy utiles para estudiar los
mecanismos de muerte neuronal inducida por la
ausencia de glucosa. A continuacién se describen las
observaciones mas concluyentes en este campo.

Los aminoacidos excitadores, la excitotoxicidad y
el dafno hipoglucémico

El glutamato es el neurotrasmisor excitador
distribuido mas ampliamente en el sistema nervioso
central, cuya liberacién de la presinapsis ocurre por
exocitosis a través de la fusién vesicular dependiente
de Ca?*. Una vez en el espacio sinaptico el glutamato
se une a dos variedades de receptores postsinapticos;
los receptores ionétropicos que son en si canales
idnicos y los receptores metabotrépicos que estan
acoplados a cascadas intracelulares de segundos
mensajeros.

Los receptores ionotropicos se han clasificado
de acuerdo a sus propiedades electrofisiolégicas y
farmacoldgicas, y se han denominado de acuerdo a su
agonista especifico: el receptor a N-metil-D-aspartato
(NMDA), el receptor a kainato y el receptor al acido
a-amino-3-hidroxi-5-metiloxazol-4-propionico (AMPA). A
estos dos ultimos se les agrupa como receptores
no-NMDA. Los receptores no-NMDA son principal-
mente permeables a Na*, mientras que los NMDA son
permeables a Ca2*y a Na*. Estos ultimos en
condiciones de reposo mantienen bloqueado su canal
i6nico por un ién Mg?*. Esto los hace dependientes de
voltaje pues es necesario que la membrana se des-
polarice para que se libere dicho ién y permita el paso
de Ca?*. La despolarizaciéon puede ser consecuen-
cia de la activacion de los receptores no-NMDA. Un
agonista de los receptores NMDA es el aspartato que
también es un aminoéacido con funcién de neurotrans-
misor excitador en el cerebro.

En los anos cincuentas, se describieron las
propiedades téxicas del glutamato®; sin embargo, el
término de excitotoxicidad no fue acunado sino hasta
1969 por Olney. La excitotoxicidad se refiere a la
capacidad del glutamato y otros aminoacidos exci-
tadores, de causar neurodegeneraciéon por la
estimulacién prolongada de sus receptores pos-
sinapticos’. Este tipo de toxicidad se ha descrito en
diversos tipos de lesiones como las causadas por un
accidente vascular cerebral, por el coma hipoglu-
cémico o por una hemorragia cerebral. Los
mecanismos de muerte en estas condiciones no se han

esclarecido completamente, pero se sabe que el Ca?,
al igual que los aminoacidos excitadores, interviene en
su desarrollo®.

Dadas las propiedades téxicas del glutamato,
su concentracién extracelular esta finamente regulada
a través de su captura del espacio sinaptico por
transportadores especificos, una vez que se libera de
la terminal sinaptica. Estos transportadores se
localizan principalmente en la membrana plasmatica
de los astrocitos, y también se encuentran en
neuronas. La captura de glutamato es dependiente
Na* y por tanto estd acoplada al gradiente electro-
quimico de Na*/K*, que le sirve de fuerza motora para
transportar dicho aminoacido al interior de la célula®.
El proceso de captura es por tanto dependiente
de energia pues el mantenimiento del gradiente
de Na*/K+ depende del funcionamiento de las
bombas Na*/K* que son dependientes de ATP.

El papel del glutamato y del aspartato en el
dafno hipoglucémico ha sido objeto de estudio de
varios grupos y ha quedado establecido el papel
preponderante de la excitotoxicidad en el daho pro-
ducido por la disminucion de los niveles de glucosa.
Hasta la fecha se sabe por estudios de microdialisis
que estos aminoacidos excitadores son liberados
desde que se inicia el periodo isoeléctrico™. En estos
experimentos se observd que la cantidad de aspartato
liberado es mayor que la de glutamato y esto se debe
a que el glutamato es utilizado como sustrato meta-
bdlico en esta condicion, y por tanto su disponibilidad
como transmisor se ve limitada favoreciéndose
la vesiculacion vy la liberacién del aspartato’3. La
acumulacién de los aminoacidos excitadores en el
espacio sinaptico puede deberse basicamente a
dos eventos: que su liberacién esté aumentada o que
los sistemas de captura estén comprometidos. Ambas
posibilidades son factibles, pues al colapsarse el
gradiente electroquimico, la membrana presinaptica
se despolariza y se activan los canales de Ca?*
dependientes de voltaje incrementadndose la
concentracion intracelular de este i6n. El aumento de
Ca?*intracelular favorece la liberaciéon por exocitosis
de neurotransmisor. Por otra parte, si el estado
energético no es el éptimo por la ausencia de glucosa,
se altera el proceso de captura que es dependiente
de energia. Todavia no se ha establecido cual de estos
eventos es mas importante en la hipoglucemia.
Experimentos in vitro sugieren la disfuncién de los
transportadores de glutamato/aspartato ya que si se
restablece la concentracién de glucosa después de un
periodo de privacion, el glutamato extracelular vuelve
a sus niveles normales siendo este proceso depen-
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diente de Na+*'. Al parecer los sistemas de captura no
funcionan adecuadamente en condiciones de hipoglu-
cemia debido a la deficiencia energética.

La acumulacién de aminoacidos excitadores en
el espacio sinaptico, debido al bloqueo de sus trans-
portadores, en si no es suficiente para provocar muerte
neuronal. Se ha demostrado que la acumulacién in
vivo de estos aminoacidos, después de la adminis-
tracién de un inhibidor de la captura de glutamato, no
causa dano en condiciones normales’s, pero si cuando
el metabolismo energético esta inhibido'®'”. Estos
trabajos apuntan a que el estado energético celular es
fundamental en el desarrollo de la lesion excitotdxica
por lo que mas adelante se discutird su papel en el
dano hipoglucémico.

Otra evidencia que apoya a la excitotoxicidad
como el mecanismo de dafno subsecuente a la
hipoglucemia, es la observacion de que la muerte
neuronal en el estriado inducida en condiciones de
hipoglucemia, se previene cuando se eliminan las vias
glutamatérgicas cortico-estriatales'®. Esto sugiere que
la liberacion de glutamato por las terminales gluta-
matérgicas es necesaria para que se produzca la lesién
hipoglucémica. Por otra parte, la administracion de
antagonistas de los receptores NMDA previene la
muerte neuronal™ adn cuando éstos se administren
después del periodo isoeléctrico®. Este efecto no esta
relacionado con la induccién de hipotermia descrita
para algunos antagonistas de estos receptores?. Estos
resultados también han sido obtenidos en experi-
mentos in vitro, donde se ha demostrado que diversos
antagonistas glutamatérgicos previenen el dafno de
manera dosis dependiente en condiciones de pri-
vacién de glucosa®. Los receptores no-NMDA
posiblemente también intervienen en el desarrollo del
dano pues el tratamiento con sus antagonistas reduce
el area lesionada®, aunque en menor proporcién. Su
participacion quizas esta relacionada con la despo-
larizacion necesaria para activar los receptores NMDA.
Estas evidencias sin duda son contundentes para
sugerir que el glutamato y la activaciéon de sus recep-
tores juega un papel importante y temprano en el
desarrollo del dafo hipoglucémico.

El estado energético celular en la hipoglucemia

Como se mencioné anteriormente, la acumu-
lacion de aminoacidos excitadores en el espacio
extracelular después de inhibir sus transportadores, no
causa muerte neuronal en la rata 0 en neuronas culti-
vadas energéticamente competentes, pero cuando el
metabolismo energético es deficiente se induce muerte
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excitotéxica. El cerebro tiene la capacidad de
adaptarse a la disminuciéon del suministro de glucosa;
sin embargo, ésta es limitada. La adaptacién del
cerebro ocurre basicamente por dos eventos: el au-
mento en el flujo sanguineo cerebral y el uso de
reservorios de sustratos alternativos a la glucosa.

Un aumento del flujo sanguineo durante la
hipoglucemia ha sido demostrado por varios gru-
pos2¥24 pero aun se encuentra en discusién el
mecanismo por el cual que éste ocurre. Existen
estudios que apoyan la participacién del éxido nitrico
como factor relajante de las células endoteliales en
condiciones de hipoglucemia®, pero ésto ha sido
puesto en duda por otros autores®.

Al parecer el metabolismo energético en la
hipoglucemia sélo se altera en condiciones muy
severas 0 muy prolongadas, pues el consumo de O,
se mantiene durante la hipoglucemia lo que sugiere
gue otros sustratos estan siendo utilizados para
obtener energia®?’?8, La cantidad de glucégeno en las
neuronas es limitada y clasicamente se piensa que éste
se agota en los primeros 5 minutos del periodo isoe-
léctrico®. Estudios recientes sugieren que el glucégeno
puede ser utilizado como sustrato metabdlico por
periodos de tiempo mas extensos cuando el aporte de
glucosa cerebral es inadecuado?®, o cuando se
presentan episodios repetidos de hipoglucemia. Los
aminodacidos constituyen también un sustrato endo-
geno que se agota rapidamente’ ya que se pueden
incorporar al ciclo de Krebs alterando su concentracién
tisular durante la hipoglucemia tanto in vivo como in
vitro'380, Otros sustratos que se utilizan son los
fosfolipidos, lo que conduce a un aumento en la con-
centraciéon de acidos grasos libres, entre ellos el acido
araquiddénico cuyo metabolismo genera radicales
libres, los cuales son téxicos para la célula®'. La lipdli-
sis es un proceso dependiente de Ca?*,y el aumento
de este i6n promueve el metabolismo de los fosfoli-
pidos lo que puede alterar las propiedades de la
membrana plasmatica, y por lo tanto las de las protei-
nas que estan embebidas en ella.

La concentracién de ATP se mantiene constante
incluso durante la hipoglucemia moderada, y no es
sino hasta que se presenta el estado de coma
acompanado de los primeros cambios en las concen-
traciones i6nicas (entrada de K y Ca?*), que los
niveles de ATP disminuyen en un 40%%3', Estos
disminuyen progresivamente conforme avanza el
estado de coma, sugiriendo que éste se acompana
de una deficiencia de sustratos metabdlicos tal, que
ocasiona un déficit energético severo en el tejido
cerebral®®. La concentracion de ATP ha sido medida
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también en estudios in vitro durante la privacién de
glucosa, y se ha observado una disminucién impor-
tante no so6lo de ATP sino de fosfocreatina®. La
disminucién de los niveles energéticos compromete
el funcionamiento de la bomba Na*/K+*, impidiendo
que la célula se repolarice y que los mecanismos de
amortiguamiento de Ca?* funcionen adecuadamente.
Asi, se genera una sobrecarga de Ca?* en la mito-
condria, la cual pierde su polaridad y su capacidad de
producir ATP. Se ha observado que los niveles de ATP
se mantienen disminuidos en el cerebro incluso 3 h
después del restablecimiento de glucosa, subsecuente
al coma hipoglucémico®.

Ca?* y el dafno hipoglucémico

Dado que entre los receptores a glutamato los
del tipo NMDA son los mayormente permeables a
Ca2?*, éstos son los que juegan un papel mas
importante en la muerte neuronal excitotoxica. En
condiciones normales, la concentracion intracelular de
Ca?+* esta finamente regulada; es decir, existen
incrementos transitorios de su concentracién pero
rapidamente ésta regresa a su nivel basal. Los meca-
nismos responsables de esta regulacién incluyen
proteinas citoplasmaticas con varios sitios de unién a
Ca?* (ej. calsecuestrina), bombas de Ca?* situadas en
la membrana plasmatica; que lo destruyen de manera
dependiente de ATP, asi como la captura o secues-
tro de este i6n en algunos organelos intracelulares
(reticulo endoplasmico y mitocondria). Cuando se
pierde la homeostasis de Ca?* intracelular debido a la
falla en sus sistemas de extrusion o almacenamiento
ocurre muerte neuronal. La activaciéon dependiente de
Ca?* de proteasas, endonucleasas, fosfolipasas y
de la o6xido nitrico sintasa contribuira al dano neu-
ronal® (figura 2). La importancia del éxido nitrico sera
discutida mas adelante.

Se conoce que la concentracion extracelular de
Ca?*y de K+ disminuye desde el inicio del periodo
isoeléctrico®, mientras que el Ca?* intracelular conti-
nla aumentando durante el coma, para después
regresar a su nivel basal tras la inyeccion de glucosa®.
Por otro lado, trabajos; in vitro de privacién de glucosa
han demostrado que en neuronas cultivadas ocurre un
gran aumento en la concentracion de Ca?* intracelular
que esté relacionado directamente con el dano
neuronal®. El aumento citosélico de Ca?*y su escaso
amortiguamiento provocan la entrada masiva de este
ién a la mitocondria y esto desencadena la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial, una
interrupcion de la sintesis de ATP y la apertura del

poro de transicién de la permeabilidad mitocondrial
(MPT). EI MTP es un poro situado en la membrana
interna de la mitocondria que permite la salida de
moléculas de un tamafo menor a 1500 KDa y que
se ha involucrado en el dafo asociado a eventos
isquémicos e hipoglucémicos®. La composicién del
MTP adn no es muy clara aunque se acepta que
el translocador de nucleotidos de adenina y el canal
de aniones dependiente de voltaje forman parte de su
estructura.

Papel de la mitocondria

La mitocondria es un organelo intracelular don-
de se llevan a cabo importantes procesos metabdlicos
como el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa, que
tienen como fin Ultimo la sintesis de ATP. Esta sintesis
estd intimamente ligada al potencial de membra-
na mitocondrial, y cuando éste se disipa la ATP
sintetasa puede actuar en forma inversa y degradar
ATP. Por su parte, la fosforilacidon oxidativa es una
fuente constante de especies reactivas de oxigeno
(ROS), que en condiciones normales son controladas
por las defensas antioxidantes celulares. Cuando su
generacién aumenta éstas pueden contribuir de
manera importante a la muerte neuronal hipoglu-
cémica, como se discutirda mas adelante. Como se
menciono anteriormente la entrada excesiva de Ca?*,
por el uniportador de este i6n, despolariza a la
mitocondria e induce la apertura del MPT. Se ha
observado que el tratamiento con un inhibidor espe-
cifico de este poro reduce el dafio asociado a la
hipoglucemia® sugiriendo la participaciéon de la dis-
funcién mitocondrial en el dafio neuronal. Por otro
lado, se sabe que la mitocondria libera factores pro-
apoptoticos cuando se abre el MPT como son el
citocromo C y el factor inductor de la apoptosis
(AIF)®4. Se ha reportado liberacion de citocromo C y
de AIF, asi como activacién de caspasa 3 asociadas
a la hipoglucemia in vivo #' (figura 2). Ademas, la
despolarizacion mitocondrial induce el desacople de
la cadena transportadora de electrones y con ello la
generacion de radicales libres, cuyo exceso llevara
a la célula a un estado de estrés oxidativo. Por otro
lado, se ha observado una disminucién de la actividad
de los complejos | y IV de dicha cadena, en todas las
regiones cerebrales asociada a la hipoglucemia
inducida en un modelo in vivo®. La disfuncién mito-
condrial puede deberse a la presencia de radicales
libres, ya que éstos pueden dafar a los diferentes
componentes de la cadena respiratoria®®. La despola-
rizacion mitocondrial ha sido observada también in
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vitro en condiciones de privacién de glucosa*.
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Figura 2. El aumento en la concentracion extracelular de glutamato,
asi como la sobreactivacion de sus receptores, principalmente los de
tipo NMDA, induce muerte neuronal de tipo excitotoxico después
de un periodo de hipoglucemia severa. La union del glutamato a los
receptores tipo NMDA los hace permeables a Ca*"y el aumento
intracelular de este i6n activa diversas enzimas. Por un lado se activan
endonucleasas y proteasas, como las calpainas. Las primeras provo-
can dafio al ADN y las segundas se han asociado a la activacion de
algunas cascadas de muerte. Se activa a su vez la 6xido nitrico sintasa
(nNOS) la cual produce 6xido nitrico (NO). El aumento de Ca* es
amortiguado por la mitocondria, pero si ésta se sobrecarga de Ca*,
interrumpe la sintesis de ATP y se induce la apertura del poro de
transicion de la permeabilidad mitocondrial (MPT). A través del MPT
pueden salir moléculas involucradas en algunas vias de muerte, como
son el factor inductor de la apoptosis y el citocromo C. El citocromo
C, forma parte de un complejo junto con la caspasa 9, que al ensamblarse
se autoactiva y es capaz de activar a la caspasa 3, que es efectora de la
muerte apoptotica. La actividad de la cadena transportadora de elec-
trones, en especial la de los complejo [ y IV disminuye, ademas de que
aumenta la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las
ROS reaccionan en el citosol con el NO produciendo peroxinitrito, el
cual es capaz de causar dafio al ADN. El dafio al ADN activa a la
enzima poli-ADP ribosa polimerasa, la cual al sobreactivarse consume
NAD y ATP induciendo una falla energética. Las ROS generan un
estado de estrés oxidativo que favorece la lipoperoxidacion que con-
tribuye al dafio hipoglucémico.

La apoptosis: activacion de caspasas y calpainas
en la hipoglucemia

La apoptosis es un tipo de muerte ordenado
dependiente de energia, en el cual la integridad de la
membrana plasmatica se conserva evitando una
respuesta inflamatoria. Hay activacion de proteasas
especificas ya sea de caspasas o de calpainas que
hidrolizan distintos sustratos®. Ademas, existen otras
proteinas involucradas en las cascadas de muerte
apoptotica, asi como en su regulacion; la familia de
Bcl-2, la familia de los AIF y la de las proteinas inhibi-
doras de la apoptosis (IAP), entre otras®. Las caspasas
se clasifican en iniciadoras y ejecutoras, las mas
estudiadas son la caspasa 9 que es iniciadora y
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la caspasa 3 que es ejecutora. La caspasa 9 que for-
ma parte de un complejo protéico constituido por
la asociacién del citocromo C, dATP, el AIF-1 y la
procaspasa 9, que al unirse se auto-activa y asi puede
activar a la procaspasa 3. Durante el coma hipoglu-
cémico no hay ATP para formar dicho complejo, pero
después, es decir, después de la administracion de
glucosa los niveles de ATP se recuperan y se activa la
caspasa 9. La actividad de la caspasa 3 ocurre hasta
3 h después de iniciado el periodo de recuperacion.
En cambio la liberacién del citocromo C ocurre a los
30 min de iniciado el periodo isoeléctrico, y la trans-
locacién al nlcleo del AIF ocurre 30 min después de
iniciada la recuperaciéon. En este modelo in vivo
también se ha observado la activacién de la calpaina,
la cual es miembro de una familia de proteasas que se
cree estan involucradas en la activacién de algunas
caspasas y por tanto en la muerte apoptoética®'.

Oxido nitrico, radicales libres y estrés oxidativo
en la hipoglucemia

Los radicales libres son moléculas que poseen
un electron desapareado en el ultimo orbital, lo que
los hace altamente reactivos pues tienden ya sea a
donar ese electrén a alguna molécula vecina o bien
a remover un electrén de otra para que su ultimo
orbital quede completo. Si las defensas antioxidantes
celulares se ven sobrepasadas por la generacién de
radicales libres, ya sea por la produccién excesiva de
éstos, por la pérdida de los mecanismos antioxidantes
o por ambas, se crea una situacién conocida como
estrés oxidativo. Una de las principales consecuencias
del estrés oxidativo es que dafa a algunas macro-
moléculas indispensables para la viabilidad celular
como son: los lipidos de membrana, el ADN, vy las
proteinas. In vivo se ha observado que la hipoglu-
cemia induce lipoperoxidacion de la membrana
plasmatica aun antes del periodo isoeléctrico*, lo que
sugiere que es un evento temprano en la lesién
hipoglucémica y que puede ocurrir aln en presencia
de niveles bajos de glucosa. También se ha observado
lipoperoxidacién de las membranas mitocondriales y
dano al ADN de este organelo en condiciones de
glucosa baja®, lo que sugiere que los radicales danan
directamente a la mitocondria. In vitro se ha observado
que la privacién de glucosa aumenta los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS)* y que el dano
en estas condiciones es prevenido con antioxidan-
tes como la vitamina B®. La actividad de algunas
enzimas encargadas de amortiguar a ciertas ROS,
como son la superdxido dismutasa y la catalasa se
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encuentra aumentada en condiciones de hipoglu-
cemia®, lo que indica de manera indirecta la presencia
de superoxido y de perédxido. EI mecanismo de dafo
oxidativo en la hipoglucemia ha sido poco explorado,
ya que no se sabe cuales son las principales fuentes
de radicales libres.

Una de las principales defensas antioxidantes
celulares es el glutatiéon, el cual es un tripéptido
compuesto por glicina, glutamato y cisteina, que
funciona como un amortiguador del estado redox de
la célula. En condiciones normales, el glutation se
encuentra en su estado reducido, pero en presencia
de ROS pasa a su estado oxidado que consiste en
dos moléculas de glutation unidas por un enlace
disulfuro. Se ha observado que en el modelo de
hipoglucemia inducida por insulina los niveles de gluta-
tién reducido no se encuentran disminuidos, pero la
actividad de las enzimas encargadas tanto de su
sintesis como de su reciclaje se encuentran aumen-
tadas. Esto sugiere que hay produccién de radicales
que consumen el glutatién reducido, y que la actividad
aumentada de estas enzimas hace que los niveles del
glutatién reducido se mantengan constantes, pudiendo
ser éste un mecanismo adaptativo ante la lesién
hipoglucémica®.

El 6xido nitrico es un mensajero celular de vida
media corta que estd involucrado en diversos
procesos celulares, tiene poca reactividad como
radical pero cuando se combina con el superéxido se
genera peroxinitrito y éste es un radical altamente
reactivo con una vida media muy corta que oxida
moléculas cercanas. In vitro, se ha observado que
un inhibidor de la oxido nitrico sintasa previene el
dano en condiciones de privaciéon de glucosa®. Por
otro lado in vivo, se ha observado que en condiciones
de hipoglucemia aumenta la inmunoreactividad a la
nitrotirosina en algunas zonas cerebrales®. La ni-
trotirosina se genera a partir de la reacciéon del
peroxinitrito con los residuos de tirosina y por lo tanto
es un buen marcador de la presencia de ese radical
libre, lo que indica su produccién en estas con-
diciones. En ese mismo trabajo se demuestra que la
administracién de un inhibidor de la sintasa neuronal
del oxido nitrico (nNOS) durante el periodo isoeléc-
trico, disminuye la presencia de nitrotirosina y reduce
el dafo hipoglucémico.

El dafo al ADN causado por radicales libres,
activa a la polimerasa de poli-ADPribosa (PARP). Esta
enzima normalmente repara el ADN pero su
sobreactivaciéon conduce a la muerte por un proceso
que involucra el consumo de ATP y la liberacién de
factores pro-apoptéticos. Experimentos tanto in vivo

como in vitro han demostrado que un inhibidor
especifico de la PARP protege a las células del dafo
hipoglucémico, incluso cuando éste es administrado
dos horas después de la recuperacion de los niveles
de glucosa sanguinea®. Estos resultados sugieren que
la activacion de la PARP, posiblemente mediada por el
peroxinitrito, es fundamental en la muerte neuronal
observada en condiciones de hipoglucemia, y que
posiblemente su activacidon sea un evento tardio y
determinante para la generacién de la muerte.
Evidencias recientes, sugieren que el zinc es otro
factor importante en la activacién de la PARP, y que
éste es liberado de las fibras musgosas en condiciones
de hipoglucemia, y acumulado en las neuronas de la
regiéon CA1 del hipocampo. El mecanismo de entrada
del zinc a la célula aun se desconoce, pero el
tratamiento con un quelante de zinc reduce no solo la
activacion de la PARP sino el dafo neuronal subse-
cuente a la hipoglucemia®.

El cerebro tiene un alto contenido de lipidos
poli-insaturados, entre ellos el acido araquidénico, el
cual al metabolizarse a eicosanoides produce radicales
libres, los cuales como ya se menciond pueden
participar en el dafno a los componentes celulares. En
condiciones de hipoglucemia se ha demostrado un
aumento en la concentracién de acidos grasos libres,
siendo el acido araquidénico el que mas aumenta®'.

Aunque a la fecha se conocen algunos de los
eventos involucrados en la muerte neuronal hipoglu-
cémica, su temporalidad y secuencia aun no es muy
clara. Asimismo se desconoce si estos eventos son
parte de una sola cascada de muerte, o si son meca-
nismos paralelos que conforman sefales redundantes
de muerte. Se sabe que muchos de estos mecanis-
mos de muerte se presentan en otras patologias como
la isquemia, por lo que es importante un conocimiento
mas profundo de estos procesos con el fin de
encontrar alternativas terapéuticas para disminuir la
lesién cerebral y contribuir a la recuperacion de los
pacientes. En conclusion, el aumento en los niveles ex-
tracelulares de aminoacidos excitadores, la pérdida de
la homeostasis del Ca?*, la deficiencia energética, la
disfuncién mitocondria y el estrés oxidativo son todos
componentes importantes de la muerte que se presen-
ta en condiciones de hipoglucemia. En la figura 2, se
resumen los diversos componentes que participan en
el desarrollo del dafo neuronal asociado a la hipoglu-
cemia
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