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Resumen

El proposito de este trabajo es dar a conocer las bases
moleculares de la fisiopatologia de la diabetes mellitus, con
el fin de prevenir la enfermedad o mejorar el tratamiento.
La diabetes mellitus es una enfermedad compleja, donde la
hiperglucemia cronica provoca complicaciones en distintos
organos. En esta condicion aumentan las especies reactivas
de oxigeno como resultado de su autooxidaccion, por lo que
sumetabolismo propicia la acumulacion de metabolitos como
la fructosa, el sorbitol y las triosas fosfato. Estos iltimos
generan o-oxoaldehidos reactivos con alta capacidad de
unirse a proteinas y generar estrées oxidativo. Ademas, hay
aumento de la sintesis de diacilgliceroles a partir de las
triosas fosfato, las cuales activan a la proteina cinasa C.
Porotraparte, la alteracion de la proporcion normal entre los
nucleotidos de niacinamida reducidos con respecto a los
oxidados conduce a una baja eficiencia de los sistemas
antioxidantes. Finalmente, estas desregulaciones metabolicas
causan alteracion en la transduccion de la seiial, en la
expresion anormal de genes, ademdas de dario tisular, lo que
propicia complicaciones en los pacientes con diabetes.

Palabras clave: diabetes mellitus, AGES, estrés oxidativo, sorbitol,
diacilglicerol, proteina cinasa C, hexosaminas, complicaciones
cronmicas.

aceptacion: 5 de marzo de 2004

Summary

The knowledge of the molecular basis of diabetes mellitus

physiopathology will allow improvements in treatment or
prevention of the disease.

Diabetes mellitus is a complex disease in which hyperglycemia

leads to complications in several organs. In this condition, there

is increase in reactive oxygen species (ROS) as a result of
glucose autooxidation, its metabolism produces accumulation

of metabolites such as fructose, sorbitol, and triose phosphate.

The latter generates o oxoaldehydes with high capacity to

produce protein glycation and oxidative stress. Moreover, there
isanincreaseinsynthesis ofdiacylglycerolfromtriosephosphate,

which activates protein kinase C.

On the other hand, alteration of normal ratio between reduced
and oxidized niacinamide nucleotides leads to low efficiency
of antioxidative systems. Finally, this metabolic dysregulation

causes altered signal transduction, abnormal gene expression,

and tissue damage, resulting in development of diabetic
complications.

Key word: Diabetes mellitus, AGES, oxidative stress, sorbitol,
diacylglycerol, proteinkinase C, hexosamines, chronic complications.
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Daio tisular inducido por la hiperglucemia crénica

Introduccion

En la actualidad, la diabetes mellitus (DM) plantea un
grave problema mundial de salud publica, debido a que ha
aumentado su incidencia y prevalencia, en particular en
los paises en vias de desarrollo o de reciente industrializa-
cion. En México, el registro realizado por la Encuesta
Nacional de Salud 2000' estmd que existen alrededor de
3.6 millones de mexicanos mayores de 20 afhos que
padecen DM; con prevalencia de 7.5%, ligeramente ma-
yor en las mujeres que en los hombres a partir de los 50
anos. En 1980 ocupd el noveno lugar como causa de
muerte, para colocarse a finales de los 90, en el tercero y
primer lugar en el grupo de 55 a 64 afnos. Estas alarmantes
cifras se asocian a un cambio en la alimentacion y dismi-
nucion de la actividad fisica cotidiana.

El término de DM describe diferentes trastornos
metabdlicos que resultan de alteraciones en la secrecion
de insulina, en la respuesta periférico a la misma o en
ambas; lo que conduce a un sindrome caracterizado por
hiperglucemia crénica y alteraciones del metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos. Hasta el momento se
han descrito por lo menos cuatro variedades de la
enfermedades,® pero la gran mayoria de los casos co-
rresponde a dos clases principales: la DM tipo 1 y la tipo
2. En la primera, la caracteristica mas relevante es la
destruccion de las células B del pancreas, de manera qe
la produccion de insulina es nula o insignificante. En la
segunda, el rasgo principal es la resistencia de los telidos
periféricos a la accion de la insulina.® como resultado de
alteraciones en los eventos bioquimicos posteriores a la
union de la hormona con su receptor, y en casos menos
frecuentes a alteraciones en el receptor. La DM tipo 2 es la mas
frecuente en la poblacidn mexicana, al igual que en la
poblacién mundial.

Uno de los aspectos aun no resueltos de la DM, a
pesar de la vasta informacién disponible, es el origen de
las complicaciones crénicas en drganos y sistemas sen-
sibles afectados por la hiperglucemia. Los mecanismos
de la fisiopatogenia propuestos son diversos, tal vez
porque derivan del andlisis de distintos puntos de vista de
un mecanismo patogénico comun, o bien, existen meca-
nismos especificos del tipo de tejido. Se considera que el
principal factor de riesgo es la hiperglucemia crénica, por
ello las primeras complicaciones crénicas de la DM son
el resultado de las reacciones quimicas y de la activacién
o alteraciéon del metabolismo causado por el exceso de
glucosa. Se ha postulado que la hiperglucemia puede
causar complicaciones micro y macrovasculares asocia-
das a la diabetes mediante cinco mecanismos principa-
les;*s acumulacién y accién de productos de glicacion
avanzada,®® incremento en la actividad de la via del
sorbitol,’ aumento en la via de las hexosaminas,™ activa-
cion de diversas isoformas de la proteina cinasa C," vy
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aumento en el estrés oxidativo.”?™® Cada uno de estos
mecanismos moleculares merece especial atenciéon vy
sera tratado en esta revision. Ademas, se enfatizara en
las principales alteraciones metabdlicas que se originan
de ellos, todo encaminado a explicar parte de las causas
de las complicaciones crénicas de la enfermedad y su
clasificacion, continuando con el andlisis de los mecanis-
mos mencionados.

Fisiopatologia de la diabetes mellitus

Las manifestaciones clinicas de la DM son variadas y en
muchas ocasiones inespecificas, aunque la mayoria de
los signos y de los sintomas estan relacionados con la
hiperglucemia sostenida o con la resistencia a la insulina.
Las primeras manifestaciones de la diabetes tipo 2
tienden a aparecer durante la edad adulta, después de la
tercera década de la vida, y son mucho mas discretas
que las que se presentan en la tipo 1; de hecho, un alto
porcentaje de pacientes son asintomaticos y tan sélo
exhiben altas concentraciones de glucosa en el plasma.

Las complicaciones en los pacientes con diabetes
pueden ser agudas o cronicas. Es poco frecuente que la
primera manifestacion sea un cuadro agudo de descom-
pensacion (cetoacidosis o coma hiperosmolar). Al pa-
ciente diabético se le identifica cuando manifiesta alguna
complicacién cronica de la enfermedad, como la neu-
ropatia diabética. En la aclualidad las complicaciones agudas
han dejado de ser causa de muerte, por lo que el enfermo
con DM tipo 2 tiene una vida més larga, pero debe
enfrentarse a las complicaciones crénicas de la enferme-
dad. Estas complicaciones, dependiendo de si afectan los
vasos capilares sanguineos, pequefios o de mayor cali-
bre, se clasifican en micro y macrovasculares, respecti-
vamente. Las primeras se relacionan principalmente con
dano al endotelio y musculo liso de microvasculatura y se
manifiesta como nefropatia, retinopatia y neuropatia diabé-
tica. Este tipo de complicaciones emerge por influencias
genéticas sobre las cuales se yuxtaponen trastornos
metabolicos y hemodinamicos, que tiene como caracteris-
tica anatdmica el engrosamiento de las membranas basa-
ses de los vasos capilares, lo que posteriormente conduce
a angiopatia oclusiva, hipoxia y dafio del tejido. El aumento
de estas complicaciones se correlaciona en la mayoria de
los casos con la severidad y duracion de la hipergiucemia
cronica. Por ejemplo, niveles posprandiales de glucosa
superiores a 11 mM, se asocian frecuentemente con las
complicaciones renales, de retina y neuroldgicas, las que
se pueden iniciar cinco o diez afos después de manifes-
tarse la enfermedad.'*'¢

Las complicaciones macrovasculares™ son las mas
comunes en la DM tipo 2, incluye a un grupo de trastornos
que se caracterizan por ateroesclerosis y enfermedad
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isquémica del corazén en todas sus modalidades, y son
una de las principales causas de muerte en el paciente
diabético.

La hiperglucemia ha sido identificada como factor de
riesgo autdnomo, que causa dafo cardiaco y conduce a la
cardiomiopatia diabética, independiente de la presencia de
enfermedad vascular. A diferencia de las complicaciones
microvasculares, la asociacion de ateroesclerosis con hi-
perglucemia no es tan congruente. En cambio, la hiperglu-
cemia posprandial y la concentracidn de insulina en el suero
si predicen el riesgo de enfermedad ateroesclerdtica.™
Frecuentemente los factores de riesgo para estas enferme-
dades (obesidad, hipertension y dislipidemia), anteceden al
diagndstico de DM hasta por ocho 0 mas afos. En compa-
racién con los no diabéticos, el enfermo diabético tiene
de dos a cuatro veces mas probabilidades de presentar
infarto al miocardio, asi como otros trastornos asociados
con la ateroescierosis.

En gran medida las complicaciones de la diabetes
inducida por la hipergiucemia, se originan por cambios
quimicos y funcionales de las proteinas, alteracion en la
expresion de los genes y dafo del endotelio.” Al parecer
la disfuncion del endotelio es la causa principal de las
complicaciones vasculares, porque en este tejido se
presenta un desequilibrio en la produccidn de sustancias
vasoactivas, que consiste en la disminucion de la pro-
duccién de vasodilatadores como el 6xido nitrico, y en el
aumento de la liberacion de vasoconstrictores como la
endotelina-1 (ET-1). Asimismo, hay aumento en la libe-
racion de factores procoagulantes. En conjunto estas
alteraciones pueden explicar, en parte, la mayor inciden-
cia de ateroesclerosis e hipertension en este tipo de
pacientes. Pero ademas, en el endotelio y en otras
células se incrementa la expresion del inhibidor del
activador del plasminégeno-1 (PAI-1), de proteinas de la
matriz extracelular, citocinas y factores del crecimiento
[entre los que se encuentran: el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento
transformante B (TGF B) y el factor de necrosis tumoral
o (TNF «)]. Lo anterior provoca alteraciones celulares y
organicas, dependiendo del lugar donde se producen.

Asi, la sobreproduccion del VEGF en la retina facilita
la ruptura de la barrera de permeabilidad vascular, migra-
cion de leucocitos, inflamacién y la neovascularizacion
patoldgica, lo que propicia la aparicion de la retinopatia
diabética proliferativa, una de las causas principales de
ceguera en los paises industrializados.®

El aumento en la expresion de proteinas de la matriz
extracelular (fibronectina, laminina y colagena tipo IV) y
de PAI-1 esta involucrado en el engrosamiento de la
membrana basal de vasos capilares sanguineos en
glomérulos y retina, y en la expansion de la matriz
mesangial en rifion,? responsables en parte de la retino-
patia y nefropatia diabéticas. Estas anormalidades son
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resultado de la acumulacion de componentes de matriz
extracelular, ya sea por aumento en su produccién, por
alteraciones en su degradacién o por incremento de
factores de crecimiento como el TGFP. La disminucion
en la degradacién de la matriz extracelular en el paciente
diabético se debe en gran medida a la sobreproduccion
del PAI-1, el cual inhibe la activacion de las
metaloproteinasas.?

Alteraciones metabdlicas en la diabetes mellitus

Acumulacion 'y accion de productos de glicacion
avanzada

Louis-Camille Maillard, en 1912, fue el primero en sena-
lar la importancia de las modificaciones de las proteinas
inducidas por carbohidratos en la patologia humana.®
Estas modificaciones son producidas durante la hiper-
glucemia crénica y son causadas por la interacciéon de la
glucosa y de ofros carbohidratos —como la fructosa y la
glucosa-6-fosfato o sus derivados— con las proteinas,
acidos nucleicos, y lipidos, para formar productos de
glicacién avanzada, conocidos como AGE o AGEs’ (por
sus siglas en inglés, advanced glycation end products).

Este proceso, es conocido como glicacion y esta
asociado con el envejecimiento que se acelera con la
diabetes, y se inicia con la reaccién de los grupos car-
bonilos de los carbohidratos con los grupos amino de las
proteinas, en especial con el amino terminal y el e-amino
de residuos de lisina, dando origen a los productos
tempranos de glicacién, también llamados de Amadori o
fructosamina. A partir de ellos y por cambios o transposi-
ciones moleculares y oxidaciones, se forman compuestos
o-dicarbonilos (o-oxoaldehidos) como la 3-desoxiglu-
cosona,® el metilglioxal y el glioxal, los que son conocidos
como precursores de los AGES; éstos son mas reactivos
que sus predecesores y al combinarse simultaneamente
con dos grupos reactivos de las proteinas, forman puentes
cruzados entre ellas muy estables; produciendo su
agregacion, y pérdida en sus funciones bioldgicas. Las
proteinas ricas en aminoacidos basicos (L-lisina y L-
arginina) son especialmente susceptibles a la dlicacion.

La 3-desoxiglucosona se puede formar también di-
rectamente por la autooxidacion de la glucosa catalizada
por metales, en este proceso se produce el radical
superoxido, precursor de otras especies reactivas de
oxigeno. El metilglioxal y el glioxal derivan principalmente
de intermediarios de la glucdlisis® como el gliceraldehido-
3-fosfato y la dihidroxiacetona fosfato, que se acumulan
a consecuencia de la hiperglucemia. Las concentracio-
nes de metilglioxal y 3-desoxiglucosona se elevan en el
plasma del modelo animal con hiperglucemia y en el
paciente diabético.®?” La formacion intracelular de AGEs
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es mas rapida que la extracelular, por lo que se ha
propuesto que la alta concentracion intracelular de gluco-
sa desencadena la produccién de AGEs intra y
extracelularmente.®

Diversos estudios han constatado que la formacion
de los AGEs aumenta en una proporcion mayor a la de la
glucemia, este hecho sugiere que incluso elevaciones
moderadas resultarian en la acumulacion substancial de
estos productos de glicacion avanzada en los pacientes
diabéticos. De igual manera, periodos cortos de hiperglu-
cemia, como ocurre con las alteraciones de la tolerancia
a la glucosa, pueden ser suficientes para fomentar su
formacién. Este proceso se encontrd en la hemoglobina
de los pacientes. No obstante, a partir de los productos
de Amadori, la glicacion puede proceder independiente-
mente de la glucemia. Estas reacciones son irreversibles
y las modificaciones sdlo desaparecen con la degrada-
cién de la proteina modificada. Los AGEs son compues-
tos muy variados estructuralmente, entre otros podemos
encontrar a la hidroximidazolona, puentes cruzados de
bis(lisina)imidazolio, derivados de monolisina (N-¢-
(carboximetil)-lisina), argipirimidina y pentosidina.

Las proteinas modificadas por los AGEs pueden
encontrarse en el plasma, en el compartimiento intrace-
lular y en la matriz extracelular; especialmente en la pared
arterial, el mesangio glomerular, las membranas basales
glomerulares, los vasos capilares sanguineos, la
vasculatura retiniana, el cristalino, el perineurum y las
fibras nerviosas mielinicas y amielinicas. La acumulacion
de los AGEs ocurre mas frecuentemente en proteinas de
larga vida. Ademas se han encontrado AGEs en diversas
proteinas, entre ellas la colagena de distintos tipos, las del
citoesqueleto, la mielina y las histonas. De esta manera
modifican al ensamble del citoesqueleto y a la funcion
reguladora de la matriz extracelular sobre las células.

Los AGEs afectan no sélo por alterar la estructura y
funcion de las proteinas, sino también por su accion con
receptores especificos.?® Se han descrito receptores para
los AGEs en numerosas células, incluyendo a los
monocitos, a los macrdfagos, a las células endoteliales,
a las células mesangiales, a los pericitos, a los podocitos,
a las neuronas periféricas y a la microglia. La lista de las
moléculas capaces de ligar a los AGEs incluye a los
receptores | y Il, al receptor de AGEs (RAGE), a la
oligosacaril transferasa (AGE-RI), a. la fosfoproteina
80K-H (AGE-R2) y la galectina-3 (AGE-R3). Las protei-
nas glicadas que se unen a estos receptores inducen
diversos eventos como la produccion de especies reac-
tivas de oxigeno (ERO), estado proinflamatorio; prolife-
racion de células (como los macréfagos) y las del endotelio
y musculo liso arterial; la activacion de factores de trans-
cripcion como el NF«B; asi como la expresion de diversos
péptidos y proteinas (incluyendo a factores de crecimiento,
citocinas, proteinas de matriz extracelular y PAI-1). En
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los macréfagos estimulan la produccién de la interleucina-
1, el factor de crecimiento-1, el factor de crecimiento
tumoral o y el factor estimulante de colonias de
granulocitos (IL-1, GF-1, TNF o y GC-SF, respectiva-
mente, por sus siglas en inglés), en tanto en los glomérulos
inducen el aumento de la sintesis de la coldgeno tipo IV.

La respuesta inducida por la unidn de los AGEs a su
receptor RAGE es mediada a través de la produccion de
ERO, que a su vez, activan in vivo e in vitro al factor de
transcripcion sensible al estado dxido-reductivo el NFkB®
De acuerdo con lo anterior se ha encontrado que las células
mononucleares de sangre periférico provenientes de pa-
cientes con mal control de la glucemia o con nefropatia
diabética aumenta la activacion de este factor,® mientras
que el control de la hiperglucemia o el uso de antioxidantes
como el acido o-lipoico disminuye su activacion.

Durante algunos afios se pensd que los AGEs se
formaban solamente en las macromoléculas extracelulares
de larga vida; debido a que la velocidad de formacién de
los AGEs por la glucemia es lenta, y las proteinas
intracelulares con una velocidad de recambio de minutos
u horas no tendrian tiempo suficiente para acumularse
después de ser modificadas. Sin embargo, se ha demos-
trado in vivo,2 que los AGEs aparecen y se pueden
acumular en las histonas de los hepatocitos. Resultados
analogos se han encontrado en las células B de los
islotes de Langerhans, las que comparten con los
hepatocitos el mismo transportador de glucosa (GLUT 2)
independiente de insulina. Esta glicaciéon intracelular
refleja el aumento de metabolitos intermediarios (glucosa-
6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato) inducido por la hiper-
glucemia, que son mucho mas reactivos que la glucosa.
De esta manera la formacion de los AGEs en los acidos
nucleicos puede producir efectos dafinos en la prolifera-
cion celular y en la expresion génica. En resumen, la
glicacion es un fendmeno importante en el desgaste del
tejido del paciente diabético.

Incremento en la actividad de la via del sorbitol

La glucosa intracelular tiene varias alternativas metabd-
licas dependiendo de los requerimientos de la célula. En
los érganos y tejidos que no requieren insulina para la
captacion de glucosa y en los cuales se presentan
principalmente las complicaciones cronicas en condicio-
nes de hiperglucemia (rifion, retina, cristalino, corazén y
sistema nervioso central). La ruta preferencial de conver-
sion de la glucosa es la via del sorbitol, también conocida
como la via de los polioles. En ella, la glucosa es
transformada por la accion secuencial de dos enzimas:
la aldosa reductasa (AR) y la sorbitol deshidrogenasa
(SDH). La primera es la responsable de la reduccion
irreversible de la glucosa en sorbitol y requiere como
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coenzima a la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
reducido (NADPH). Esta enzima controla la via, y se
activa al estar en contacto con altos niveles de glucosa.®
Debido a lo anterior aumenta la concentracion de sorbitol
y disminuye la disponibilidad de NADPH.

La SDH, segunda enzima, cataliza la transformacion
del sorbitol en fructosa con la concomitante formacién de
nicotinamida adenina dinucledtido reducido (NADH). Esta
reaccion es el punto critico de la via, con repercusion en
las complicaciones diabéticas, tanto por la acumulacion
de los productos formados (NADH y fructosa), como por
su reversibilidad.

A continuacién analizaremos las consecuencias de
las alteraciones en la concentracién de metabolitos cau-
sadas por la activacion del sorbitol.

Consecuencias del consumo de NADPH

La caida en la concentracion de NADPH afecta negati-
vamente la actividad de otras enzimas que también lo
requieren, como la dxido nitrico sintasa (NOS), la glutation
reductasa (GR), la catalasa y la NADPH oxidasa. Algunas
de ellas participan en los mecanismos antioxidantes; por
lo tanto, el agotamiento de NADPH explicaria, en parte, la
deficiencia de los sistemas antioxidantes en el paciente
diabético como el dependiente del glutation y de la catalasa.

(3112751 {e]H T of = 1. WSSGG——— e
A 2
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Figura 1. Formacién de especies reactivas de oxigeno favorecidos
por la hiperglucemia y disminucion de los mecanismos antioxidantes
por fata de NADPH (NADPH + H+).
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Para que el glutation realice su acciéon como principal
antioxidante intracelular en respuesta a especies reacti-
vas de oxigeno (anién superoxido, radical hidroxilo y
perdxidos organicos e inorganicos) es requisito indispen-
sable que mantenga su forma reducida (GSH),3* por
accion de la glutation reductasa, sobre la forma oxidada
(GSSG), lo que requiere del consumo de NADPH. Por
otra parte, la activacion de la catalasa® también depende
de NADPH (Figura 1).

G
< > AR SDH
L = ) "fG LUCosA *SORBITOL-——.—-_D * FRUCTUOSA
8 4GP NADPH+H NADP+ NAD+ NADH + i;‘
/s
S 4 v 3 ol
4 e FC gl
4 FepP -

*DHAP 4 P AGIP * NADH+ H+
MNAD+

Metilglioxal ===~ > *thacmn
de proteinas
v
Diacilglicerol ~ =-=-- P PKC - > 5:‘;’::;1”

Figura 2. Repercusion del aumento de fructosa en la relacién
NADH/NAD+ vy la via glucolitica. Finalmente serdn parte de los
sustratos que originen las complicaciones crénicas en la diabetes
mellitus.

PKC (proteina cinasa C), FC (fructosa cinasa), G6P (glucosa 6
fosfato), F6P (fructosa 6 fosfato), FBP (fructosa 1,6, bifosfato),
G3P (gliceraldehido 3 fosfato), DHAP (dihidroxi acetona fosfato),
NADPH (NADPH + H+), NADH (NADH + H+).

Efectos de la acumulacion de la fructosa

La transformacion bioquimica de la fructosa que afecta al
organismo inicia en la mayoria de los tejidos, excepto en el
higado, con su fosforilacion por una hexocinasa especifica,
dando lugar a la fructosa-6-fosfato que se metaboliza en la
ruta glucoliica (Fgura 2). De esta manera, la via de los
polioles y la glucdlisis se acoplan; como ha sido descrito
durante la isquemia y la perfusion del tejido cardiaco, asi
como de los glomérulos en ratas diabéticas,®

La glucdlisis es uno de las principales rutas que
propicia la oxidacion de la glucosa, que convierte una

441




Daio tisular inducido por la hiperglucemia crénica

molécula de azicar en dos moléculas de piruvato, dos de
ATP y dos equivalentes reductores en forma de NADH.
Este proceso implica 10 reacciones cataliticas, desde la
activacion de la glucosa hasta la formacion del piruvato.
Las cinco primeras constituyen una fase de consumo de
energia donde se sintetizan azicares fosfato a expensas
de la conversion de ATP en ADP, y el sustrato se rompe
en dos carbohidratos fosforilados de tres carbonos (triosas
fosfato). Las cinco Ultimas reacciones generan energia;
porque las triosas-fosfato se convierten en compuestos
ricos en ella y donan grupos fosfato para la sintesis de
ATP a partir de ADP.

La oxidacién del gliceraldehido-3-fosfato (G3P)
catalizada por la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa (G3PDH) es de las reacciones mas importantes
de la glucdlisis, por que en ella se forma el primer
intermediario de alta energia y un par de equivalentes
reductores en forma de NADH.

El acoplamiento entre la glucdlisis y la via del sorbitol
conduce a diversas alteraciones metabdlicas, entre ellas:

a) Acumulacion de intermediarios de la glucdlisis, prin-
cipalmente el G3P y la dihidroxiacetona fosfato
(DHAP), ambos altamente reactivos con la capaci-
dad de glicar proteinas y generar estrés oxidativo.
Como se menciond anteriormente originan precur-
sores de productos de glicacion avanzada.

b) Aumento de la relacién NADHNAD*. El aumento de
esta relacion se explica por dos mecanismos: por la
actividad de la segunda enzima de la via del sorbitol
(SDH) y el desequilibrio entre la velocidad de oxida-
cion del G3P a 1,3 bis-fosfo-glicerato (1,3BPG) y la
velocidad de reduccién del piruvato a lactato. La
primera reaccion produce NADH y la segunda lo
consume; sin embargo, durante la hiperglucemia la
primera es favorecida.®

¢) Inhibicion de la G3PDH. Esta enzima desempefia un
papel fundamental en la génesis de las complicacio-
nes diabéticas. Cuando la concentracion intracelu-
lar de la glucosa es alta su actividad es inhibida,
razon por la cual se acumulan las triosas fosfato con
las consecuencias descritas. Son muiltiples las cau-
sas que reducen su actividad entre ellas:

= Aumento en su degradacion debido a la disocia-
cion de sus cuatro subunidades, causado por las
concentraciones altas de NADH generadas en la
via del sorbitol.®

= Oxidacion de sus grupos tiol (SH) necesarios para
su actividad, como consecuencia del estrés
oxidativo.%

= Disminucidon de su expresion debido a la reduccién
de insulina, hormona que regula la transcripcion
del gen de la enzima.“
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= La acumulacion de aldehidos que inhiben a la
enzima.*

= Decremento de NAD* necesario para que actue.

» Glicacién de la enzima.®

De este andlisis se puede especular que la G3PDH
estd involucrada en el estrés oxidativo de las células
durante la diabetes.

En el higado la fosforilacion de la fructosa depende de
otra enzima, la fructocinasa, la cual la convierte en
fructosa-1-fosfato, que cuando es fragmentada por una
enzima especffica, la aldolasa B da origen a la DHAP vy
al glicerol. La presencia de la aldolasa B explica la
facilidad con que la fructosa administrada por via oral se
convierte en lipidos, ya que sus productos DHAP y
glicerol, se transforman en a1 glicerol-3-fosfato, a partir
del cual se sintetizan triacilgliceroles (sintesis de rnovo).
La acumulacién de triacilgliceroles conduce a la activa-
cion de la proteina cinasa C.

Otro compuesto derivado de la fructosa es la fructosa-
3-fosfato, la cual se acumula en los cristalinos y eritroci-
tos de ratas diabéticas.“Este producto cuando se hidroliza
produce 3-desoxiglucosona”, ambos tienen la propiedad
de dlicar proteinas.* Es evidente que el aumento de la
fructosa-3-fosfato y su hidrdlisis contribuye a la glicaciéon
de proteinas, efecto que depende de la concentracion de
la 3-desoxiglucosona, de la velocidad de hidrdlisis de la
fructosa-3-fosfato y de la eficiencia de algin mecanismo
de desintoxicacion para la 3-desoxiglucosona. La depu-
racion de fructosa-3-fosfato en el cristalino y el eritrocito
es a través de 3-desoxifructosa o del acido 2-ceto-3-
desoxigluconico.

Efectos de la acumulacion del sorbitol

Las células animales tienden a mantener su volumen
normal, inicialmente acumulando sales de sodio y pota-
sio, posteriormente captando agua. Sin embargo, esta
fase de osmorregulacion es temporal, debido a que
después de un tiempo prolongado las células en general
y, en particular, las de la médula renal, necesitan meca-
nismos adicionales para regular su osmolaridad; por lo
que acumulan osmolitos organicos que provienen del
medio o de la sintesis intracelular. Los solutos organicos
osméticamente activos se conocen como solutos com-
patibles o solutos no perturbadores. El sorbitol, la
glicerofosforilcolina y el inositol (polioles) pertenecen a
este grupo de compuestos que tienden a acumularse en
una gran variedad de organismos expuestos a un am-
biente alto en sales. Si bien, la acumulacién de sorbitol
puede ser benéfica en la médula renal, éste y otros
polioles normalmente no se concentran en otros tejidos
y cuando esto ocurre puede producir dano celular. Asi, la
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acumulacion de sorbitol debido a su incapacidad para
difundir con facilidad al exterior, conduce a un aumento
de estrés osmatico en las células, y esto es especialmen-
te importante para explicar el dafo a nivel de cristalino.®
Ademas los estudios realizados en ratas diabéticas han
asociado el exceso de sorbitol en los cristalinos con el
desarrollo de cataratas.”

El estrés osmdtico en los cristalinos se origina debido
a que la acumulacion del sorbitol provoca que la célula se
hinche, alterando la permeabilidad de la membrana y
promoviendo cambios bioquimicos asociados con la for-
macién de la catarata. Con base en estas observaciones
y en estudios de células en cultivo y modelos experimen-
tales, se ha postulado que el estrés osmatico es iniciado
por la AR. Esta hipotesis se ve apoyada por el hecho de
que el uso de inhibidores de la AR previenen o retardan
significativamente la formacion de.cataratas.® Sin embar-
go, la acumulacién de sorbitol no es suficiente para
explicar el origen de la neuropatia, retinopatia y nefropatia
diabéticas, porque la concentracion de sorbitol en estos
6rganos es mucho menor que la observada en los crista-
linos, a menos que la acumulacion del sorbitol sea muy alta
en pequefios compartimientos de estas células.

La inhibicién de las dos enzimas de la via de los polioles
podria ser una altemativa terapéutica para el tratamiento
de las complicaciones diabéticas. Sin embargo, Tilton y
colaboradores*® han considerado que podria ser mas
importante inhibir a la SDH que a la AR, dado que esto
evitaria la acumulacion de fructosa, de NADH y de meta-
bolitos que favorecen el aumento de productos de glico-
silacion avanzada relacionados con el estrés oxidativo, la
resistencia a la insulina y alteraciones enzimaticas. Tam-
bién proponen que el estrés osmdtico ocasionado por el
aumento de sorbitol, podria contrarrestarse por la dismi-
nucién de los desequilibrios redox y metabodlico que resul-
tan de la oxidacion del sorbitol a fructosa.

Activacion de la via de las hexosaminas

La fructosa via sorbitol contribuye en la activacion de la via
de las hexosaminas, debido a que la formacion de la glu-
cosamina-6-fosfato proviene exclusivamente de la
fructosa-6-fosfato y la glutamina, mediante una reaccién
irreversible catalizada por la glutamina: fructosa-6-fosfato
amidotransferasa (GFA), enzima que regula la via. La
glucosamina-6-fosfato a través de tres reacciones
subsecuentes, finalmente da origen a la UDP-N-acetilglu-
cosamina y a la UDP-N- acetilgalactosamina, que se utilizan
en la formacion de las glicoproteinas y los proteoglicanos.
El aumento del flujo a través de esta via esta relacionado
con algunos efectos de la diabetes, contribuye en parte
a la estimulacién de la expresion de genes como los del TGF
o JGFB1®, y del inhibidor del activador del plasmindgeno-
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1 (PAI-1).5 También participa en la inducciéon de la
resistencia a la insulina por lipidos o por hipergiucemia.®

La resistencia de ciertos tejidos a responder a la
accion de la insulina es una caracteristica distintiva de
ciertas patologias como la DM tipo 2. No obstante que los
mecanismos celulares y moleculares responsables de
este fendmeno no son del todo entendidos, se ha asocia-
do a la activacion de via de las hexosaminas con el
desarrollo de la resistencia a la insulina.®

Mediante el uso de infusiones de glucosamina, se ha
podido demostrar que hay una correlacion entre los incre-
mentos tanto de la UDP-N- acefiglucosamina como de la
actividad de la GFA, y la insuficiencia de la captacion de
glucosa en los tejidos adiposo y muscular.® Quiza la
evidencia mas contundente al respecto provenga del mo-
delo transgénico,® ya que cuando se sobreexpresa la
enzima GFA, se propicia el aumento de intermediarios de
esta via y disminuye la induccion por la insulina de la
traslocacion de los transportadores de glucosa (GLUT 4) a
la membrana celular.

Se han propuesto varias hipotesis para explicar el
mecanismo por el cual la activacién de las hexosaminas
induce resistencia a la insulina. Una de ellas gira en tomo
a la glucosamina como responsable de impedir la accidn
de la insulina, al inhibir la fosforilacién y la activacion para
el sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1), proteina de
senalizacién postreceptor de insulina. Otra propuesta
mas compleja, sugiere que algunas de las proteinas que
participan en la accién de la insulina, como los IRS vy el
transportador GLUT4, pueden ser modificadas a nivel
postraduccional® por la adicion de la N-acetilglucosamina.
Estos residuos de serina y/o treonina requieren de ser
fosforilados para que la insulina ejerza su accién; sin
embargo, al unirse la N-acetilgiucosamina, el proceso de
fosforilacion no se realiza y con ello la accion de la
insulina disminuye. El enlace que se forma entre las
proteinas de sefalizacion y la N-acetilglucosamina es
del tipo “O-"glicosidico (O-NaGic). Existen evidencias de
que la incorporacién de N-acetilglucosamina en residuos
de serina y treonina puede afectar varios procesos
celulares al inhibir la fosforilacién de proteinas en estos
residuos.” En apoyo a lo anterior, Patti y colaboradores®
observaron que las infusiones de glucosamina produ-
cian un aumento de las uniones O-NaGlc en IRS-1 e IRS-
2 en musculo esquelético. Es factible que a consecuen-
cia de ello se alteren eventos tempranos en la via de
sefalizacion de la insulina, ya sea en forma global o en
sitios  especificos, disminuyendo finaimente la fosforilacion
de IRS y el transporte de glucosa dependiente de la
hormona. La glucosaminilacién del transportador GLUT4
altera su afinidad a la glucosa, disminuye su actividad y
estabilidad, y modifica su distribucién celular; lo cual
puede conducir a la falla o al desarreglo del sistema de
transporte de la glucosa (Figura 3).
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Figura 3. Resistencia a la insulina potencializada por el incremento
del flujo de la via de las hexosaminas. IRS-1 (sustrato del receptor
de insulina ), GLUT4 (transportador de glucosa 4), Sp-1 (factor
transcripcional), REO (receptor de estrégeno p), p53 (proteina
supresora tumoral 53).

Activacion de la proteina cinasa C

La acumulacion de DHAP y G3P promueve la produccion
de diacilgliceroles (DAG), y la subsecuente activacion de
la proteina cinasa C (PKC), mismos que también afectan
la homeostasis vascular.®

La PKC pertenece a la familia de las serinas/treoninas
fosfocinasas, y presenta por lo menos 11 isoformas (o
BL, B2, v S, & {, m, 6, L y W), codificadas por 10 genes
diferentes. Estas proteinas se clasifican en cuatro cla-
ses: las convencionales o clésicas (o B1, B2 y v), las
dependientes de Ca*" y fosfolipidos; las nuevas isoformas
independientes de Ca?* (0,e,m,0,1) las atipicas ({ y A) y las
independientes de Ca?* y fosfolipidos (u).

El DAG es un activador natural de la PKC y su
produccion aumenta en las células del endotelio, la retina
y los glomérulos renales durante las complicaciones
diabéticas en modelos animales y en el humano.® En
células vasculares en cultivo, concentraciones altas de
glucosa (22 mM) causan el aumento en el contenido de DAG,
alcanzando un maximo al tercer y quinto dia de inicio del
tratamiento. Ademas, los niveles elevados de DAG se
mantienen de manera crénica en animales diabéticos.
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El DAG puede formarse también a partir de fosfoinosi-
tidos por la accion de la fosfolipasa C. Sin embargo,
durante la diabetes su aumento es principalmente por la
sintesis de novo a partir de intermediarios glucoliticos,® en
particular de la dehidroxiacetona fosfato. Otros posibles
activadores de la PKC son el metilglioxal,® la glucosamina,®
y las ERO.%* Todos ellos se generan debido a alteraciones
metabdlicas que se presentan en la diabetes.

Las alteraciones celulares y funcionales atribuidas a
la activacion de la PKC son muy variadas, y dependen de
la funcion de esta enzima en los mecanismos de trans-
duccién de sefiales y en su participacion en la regulacion
de la expresiéon de diversos genes, incluyendo a los de
proteinas de matriz extracelular (fibronectina y colageno
tipo 1V), del PAI-1 y del TGF B y su receptor.® Su
activacion induce la expresion de los genes antes seha-
lados en células mesangiales en cultivo o en glomérulos
de ratas diabéticas. Ademas, afecta la produccion de
sustancias vasoactivas, por una parte deprime la produc-
cion de oxido nitrico y por otra estimula la expresion de
la ET-1,% lo que conduce a la disminuciéon del flujo
sanguineo de la retina, los nervios periféricos y el rinon,
en el modelo de diabetes experimental.

En la retina, el decremento del flujo sanguineo puede
llevar a una hipoxia local, que induce la expresion del
VEGF, que a su vez aumenta la permeabilidad del en-
dotelio y la formacion de microaneurismas. In vitro, la
interaccion de ET-1 y VEGF incremento la permeabilidad
vascular debido a un desarreglo de la actina F y a un
desajuste en las uniones de los endotelios, pudiendo ser
esto una posible explicacién de la patologia ocular.

Se piensa que los genes de las proteinas de matriz
extracelular tienen secuencia consenso en su region
promotora, la que interactia con factores transcripcionales
modulados por la PKC. Uno de estos factores es el
activador de proteinas (AP-1), que media la induccion de
la transcripcion en respuesta a activadores de la PKC,
como son los ésteres de forbol y el DAG, uniéndose a
elementos conservados del DNA conocidos como ele-
mentos de respuesta. Los genes para la fibronectina y la
laminina contienen esta secuencia de union para el AP-
1 en su promotor. La activacion de la PKC por la hiperglu-
cemia disminuye la degradacion de la matriz extracelular
al causar la sobreexpresion del inhibidor del PAI-1.

Aumento del estrés oxidativo

Muchos de los cambios metabdlicos causados por la
hiperglucemia producen estrés oxidativo debido al au-
mento en la formacion de ERO y a la disminucion de los
sistemas de defensa antioxidantes.®*” En condiciones
de hiperglucemia las ERO se generan principalmente
durante la autooxidacién de la glucosa y en diferentes
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reacciones oxidativas que acompanan a la glicacién de
proteinas, lipidos y &acidos nucleicos. Existen resultados
contradictorios cuando se analizan metabolitos o enzimas
antioxidantes, dependiendo de los tejidos o sistemas que
se estudien; sin embargo, en general se ha observado un
declive en ellos, lo que es consecuencia de la disminu-
cién en la disponibilidad del NADPH y del glutation
reducido; asi como del dafo oxidativo de las enzimas
involucradas.

El estrés oxidativo esta intimamente vinculado a la
glicacion, por lo cual la acciéon combinada de estos dos
procesos se conoce como glucooxidacion. Las ERO
conducen también a modificaciones estructurales de las
proteinas, originando compuestos en ocasiones simila-
res a los productos de glicacion. Ademas, los compues-
tos resultantes de la lipoperoxidacion, como el
malondialdehido, se pueden unir a las proteinas y ampli-
ficar el daho inducido por la glucooxidacion.

La generacion de las ERO se encuentra aumentada
tanto en la diabetes tipo 1 como en la 2, y en modelos
experimentales, aun antes de que las complicaciones
diabéticas sean evidentes; por ello, se ha sugerido que el
surgimiento de la diabetes, el desarrollo de resistencia a
la insulina y de las complicaciones tardias de la diabetes,
estan estrechamente asociados al estrés oxidativo. Las
ERO contribuyen a la resistencia a la insulina, debido a
que interfiere con las vias de sefalizacion inducida por
esta hormona y evitan la traslocacion del transportador
de glucosa GLUT 4 a la membrana plasmatica. EI meca-
nismo por el que contribuyen a las complicaciones de la
diabetes es parcialmente conocido y se piensa que
actian por la modificacion oxidativa de macromoléculas
y por la activacion del factor de transcripcion NFxB® lo
que conduce a la expresion alterada de genes. En
concordancia con esta hipdtesis, se ha encontrado que
en pacientes diabéticos el empleo de antioxidantes como
el acido lipoico reduce la activacion del NFxB

Conclusiones

Las complicaciones en los pacientes con diabetes son
consecuencia de la hiperglucemia y la resistencia a la
insulina, y probablemente la forma en que la primera
induce el dafio en diversos tejidos u drganos depende de
las caracteristicas metabolicas de los mismos.

Las alteraciones metabdlicas inducidas por la hiper-
glucemia intervienen conjuntamente en el desarrollo de
la enfermedad (Figura 4), por lo que es dificil evaluar cual
es mas importante. El uso de inhibidores de la AR en
animales y humanos indica que la via de los polioles esta
implicada en la neuropatia diabética, sin embargo pudie-
ra tener poca relevancia en el dafio en la retina, el rindn
y el musculo. Esto tal vez se deba a la limitada eficiencia
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y efectos adversos de las drogas; pero se espera que al
inhibir la via de los polioles, la glucosa sea canalizada a
la glucdlisis, donde se favorece la acumulacion de triosas
y formacién de los precursores de glicacion, lo que causa
en gran medida las complicaciones asociadas a la enfer-
medad. Hasta el momento se han evaluado clinicamente
diferentes inhibidores de la AR: el Alrestatin de gran
toxicidad y con una respuesta pobre en el tratamiento de
la neuropatia diabética. El sorbinil, efectivo en prevenir la
formacion de la catarata; y mejorar la conduccion nervio-
sa, pero con efectos cutaneos colaterales que determi-
naron su retirada del mercado.® El stabil, mostré resul-
tados mas alentadores en animales, pero no se pudieron
reproducir en el ser humano. Bimoclobol otra altemativa
en el tratamiento de la retinopatia diabética, los resultados
fueron desalentadores por la formacion de productos
toxicos al inhibir la AR. El tolrestat y zenarestat causaron
disfuncién hepética® y toxicidad renal,” respectivamente.
Entre las drogas mas actuales esta el fidarestat,” disena-
do para el tratamiento de la neuropatia y su eficiencia se
atribuye a una rapida distribucion en los tejidos, unidn
selectiva a la AR, un metabolismo limitado, ausencia de
efectos farmacoldégicos y no presenta efectos sobre
enzimas hepdticas que metabolisan drogas. Otra altema-
tiva terapéutica probada clinicamente y en el modelo

HIPERGLUCEMIA
Glucdlisis Viadel Autooxidacién Glicacion
sorbitol de proteinas
v
v
ERO
AGEs
TRIOSAS FOSFATO
DAG
l v
Activacion COMPLICACIONES
DE LA
de PKC
el DIABETES
Activacion . Expresion /
de NFxp de genes AGEs

Figura 4. Modelo integrativo del mecanismo de induccién de las
complicaciones de la diabetes.
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experimental es el uso de dosis altas de tiamina o su
analogo benzotiamina (S-benzoil piridoxamina fosfato),
que previenen la acumulacién de triosas, la formacion de
AGEs vy el desarrollo de la neuropatia diabéticas.®

La formacién acelerada de AGEs al parecer desempefa
una funcién mas general en la patogenia de las complica-
ciones diabéticas; su administracién conduce al engrosa-
miento de la membrana basal arterial, a la disfuncion
vascular compleja, a la expansion del mesangio, a la
glomeruloesclerosis y a la proteinuria,® mientras que inhi-
bidores de su formacién (aminoguanidina y piridoxamina)
impiden parcialmente las manifestaciones de la retino,
nefro y neuropatias diabéticas en animales y humanos.?

También el bloqueo del receptor RAGE inhibe el
desarrollo de la nefropatia y la ateroesclerosis, y mejora
la cicatrizacion en individuos diabéticos.”

Por otra parte, inhibidores de la proteina cinasa C
disminuyen la disfuncidon vascular que conduce a la
retino y neuropatia diabéticas." Es probable que cuando
la concentracion intracelular de glucosa sea alta, al
metabolizarse por la via del sorbitol y la glucdlisis, se
favorezca la acumulacién de metabolitos y las condicio-
nes que desencadenen la glicacion, la activacion de la
proteina cinasa C y aumento del estrés oxidativo. Todos
ellos en conjunto conducen a la alteracion en la estructu-
ra y funcionalidad de las proteinas, ademas de la expre-
sion de genes asi como base de las anormalidades
tisulares que conducen al desarrollo de las complicacio-
nes de la diabetes. El estudio de los mecanismos
moleculares del origen de las complicaciones diabéticas
permitira encontrar nuevas opciones terapéuticas para
su prevencion y tratamiento.
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