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Abstract:

Diabetes mellitus is a complex disease, where chronic hyperglycemia generates
complications in different organs. In this circumstance, reactive oxygen species increase due
to its autoxidation and other mechanisms, so that their metabolism favors the accumulation of
metabolites such as fructose, sorbitol and triose phosphate. The latter generate highly reactive
a-oxoaldehydes with high capacity to bind proteins and generate oxidative stress. In turn,
there is an increase in the synthesis of diacylglycerol from the phosphate trioses, which
activate protein kinase C. In addition, the alteration between the proportions of the
niacinamide nucleotides reduced with respect to the oxidized leads to a deficit of antioxidant
systems. These metabolic imbalances cause impaired signal translation, such as abnormal
gene expression, and tissue damage, providing a series of complications for patients with
diabetes. But why does damage only occur in certain cells? The answer is that some cells can
regulate glucose transport when exposed to hyperglycemia, keeping the glucose concentration
constant. However; other cells lack this mechanism and suffer damage due to hyperglycemia.
So, the explanation of the causes of diabetic complications involves mechanisms that occur
within cells, rather than outside. On the other hand, the increase of ROS in the mitochondria
produces DNA damage (chain breaks) activating PARP that breaks down NAD into nicotinic
acid and ADP ribose. PARP then proceeds to form polymers that accumulate in GAPDH and
other nuclear proteins. Which leads to further accumulation of the phosphate trioses and the

problem worsens.

Resumen:

La diabetes mellitus es una enfermedad compleja, donde la hiperglucemia cronica
genera complicaciones en distintos 6rganos. En esta circunstancia aumentan las especies
reactivas de oxigeno (ROS) debido a la autooxidacidon y otros mecanismos, por lo que su
metabolismo propicia la acumulacién de metabolitos como la fructosa, el sorbitol y las triosas
fosfato. Estas ultimos generan o—oxoaldehidos muy reactivos con alta capacidad de unirse a
proteinas y generar mas estrés oxidativo. A su vez se produce un aumento de la sintesis de
diacilglicerol a partir de las triosas fosfato, las cuales activan a la proteina quinasa C. Ademas,
el aumento de la proporcion de los nucledtidos de niacinamida reducidos con respecto a los
oxidados conduce a un déficit de los sistemas antioxidantes. Estos desequilibrios metabolicos
causan alteracion en la traduccidon de sefiales, como la expresion anormal de genes, y dafio
tisular, proporcionando una serie de complicaciones a los pacientes con diabetes. Pero, por

qué el dafio solo ocurre en determinadas células? La respuesta reside en que algunas células
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pueden regular el transporte de glucosa cuando estdn expuestas a la hiperglucemia,
manteniendo la concentracion de glucosa contante. Sin embargo; otras células carecen de este
mecanismo y sufren un dafio debido a la hiperglucemia. Por lo que la explicacion de las
causas de las complicaciones diabéticas involucra mecanismos que ocurren dentro de las
células, en lugar de fuera. Por otro lado, el aumento de ROS en la mitocondria produce
lesiones en el ADN (roturas de cadenas) activando a PARP que rompe el NAD en acido
nicotinico y ADP ribosa. Posteriormente PARP procede a formar polimeros que se acumulan
en GAPDH vy otras proteinas nucleares. Lo que conduce a que se acumulen aun mas las

triosas fosfato y se agrave el problema.

Palabras Clave:

Diabetes mellitus, AGES, methylglyoxal, oxidative stress (ROS), sorbitol, protein kinase C,
hexosamines, insulin resistance, GAPDH, NF-kB and poly (ADP-ribose) polymerase.

1.- Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un conjunto de enfermedades metabolicas con un factor
comun: la hiperglucemia; que ocurre por un defecto en la secrecion de insulina, en la respuesta
periférica a la misma o ambas. Lo que conduce a un sindrome caracterizado por hiperglucemia
cronica y alteraciones del metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos.

Las manifestaciones clinicas de la DM son variadas y en muchas ocasiones inespecificas,
aunque la mayoria de los signos y sintomas (hiperglucemia, poliuria, polidipsia, pérdida de peso,
polifagia y vision borrosa) estan mas relacionados con la hiperglucemia cronica o con la
resistencia a la insulina. En la hiperglucemia crénica se afectan varios 6rganos en especial: el
0jo, el rifidn, nervios, corazon y vasos sanguineos. Y las complicaciones incluyen retinopatia con
pérdida potencial de la vision, nefropatia y fallo renal, neuropatia periférica que se complica con
ulceras y amputacion en las piernas y neuropatia autondmica causando sintomas
gastrointestinales, genitourinarios y cardiovasculares, y disfuncion sexual.

Ya que el origen de las complicaciones cronicas de la DM en organos y sistemas
sensibles, es la hiperglucemia. El proceso debe estar relacionado con las reacciones quimicas y
los cambios metabolicos causados por el exceso de glucosa. Se ha postulado que la
hiperglucemia puede causar complicaciones micro y macrovasculares asociadas a la diabetes
mediante cinco mecanismos principales: acumulacion y accion de AGEs; incremento de la ruta
del sorbitol; aumento de la ruta de las hexosaminas; activacion de isoformas de la PKC y

aumento en el estrés oxidativo (ROS) (1).
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2.- Objetivos

El objetivo de esta revision es describir los mecanismos moleculares que postulan las

diferentes hipdtesis como responsables de las complicaciones cronicas de la DM.

3.- Material y métodos.

Las fuentes de informacién utilizadas en la elaboracion del presente trabajo han sido:
buscadores cientificos y/o paginas webs tales como: NCBI, PubMed, Science Direct, etc. La
busqueda se hizo utilizando las palabras clave del trabajo. Las estructuras quimicas se hicieron

con el programa; ACD/chemSketch freeware.

4.- Resultados:

Los mecanismos que se han propuesto para explicar la fisiopatologia de la DM son:
Ruta de los polioles (sorbitol)

Ruta de las hexosaminas

Glicosilacion no enzimatica

Activacion de la Protein Kkinasa C

= F 0% P

Estrés oxidativo

A. Ruta de los polioles.

Aquellos organos como: rifidn, retina, cristalino, corazén y SNC, que son insulina-
independientes para la captacion de glucosa, acaparan las principales complicaciones de la
hiperglucemia. En éstos la glucosa puede seguir ruta de los polioles; donde la glucosa se
transforma por la accién sucesiva de la aldosa reductasa (AR), reduccion irreversible de glucosa
en sorbitol dependiente de NADPH + H" y la sorbitol deshidrogenasa (SDH), que oxida el
sorbitol a fructosa generando NADH + H* respectivamente. Una consecuencia del consumo de
NADPH es que disminuya la actividad de otras enzimas como la 6xido nitrico sintetasa (eNOS),
la glutation reductasa (GR), la catalasa y la NADPH oxidasa. Lo que conlleva a la deficiencia de
los sistemas antioxidantes en el paciente diabético (sistemas de glutation y de la catalasa)

(Figura 1).
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Figura 1. El glutation es el principal antioxidante intracelular en respuesta a especies reactivas de oxigeno (anion
superoxido, radical hidroxilo y peroxidos organicos e inorganicos) para ello es requisito indispensable que
mantenga su forma reducida (GSH), 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 (34 y 35
citado por 1). En la figura se muestra la formacion de especies reactivas de oxigeno favorecidas por la
hiperglucemia y disminucion de los mecanismos antioxidantes por falta de NADPH. Esquema tomado de (1) con
modificaciones.

La acumulacién de la fructosa incrementa el flujo a través de la glucdlisis (figura 2). En esta
ruta; la oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato (G3P) por la enzima gliceraldheido-3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH), es una de las reacciones mas importantes. El acoplamiento entre la
glucolisis y la via del sorbitol conlleva a diversas alteraciones metabdlicas como:

I.  Acumulacion de G3P, y dihidroxiacetona fosfato (DHAP), que generan precursores de
AGE:s y estrés oxidativo.
II.  Aumento de la relacion NADH/NAD".
III.  Inhibicién de la G3PDH, por la concentracion intracelular elevada de glucosa.
IV. Disminucién de la expresion de G3PDH por la hipoinsulinemia; y un aumento de su
degradacion, causada por las concentraciones elevadas de NADH (39 y 41 citado por 1).

V. Oxidacion de sus grupos tiol (SH), como consecuencia del estrés oxidativo y/o glicacion de

la enzima. (40 y 43 citado por 1).
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Figura 2. Repercusion del aumento de fructosa en la relacion NADH/NAD" y la via glucolitica. PKC (proteina
kinasa C), Hk (hexokinasa), G6P (glucosa 6 fosfato), FO6P (fructosa 6 fosfato), FBP (fructosa 1,6, bifosfato), G3P
(gliceraldehido 3 fosfato), DHAP (dihidroxiacetona fosfato)) NADPH (NADPH + H+), NADH (NADH + H+).
Esquema tomado de (1) con modificaciones.

La acumulacion del sorbitol para algunas células (médula renal) es un mecanismo
importante de osmorregulacion en un medio hiperosmolar. Sin embargo, para otras células esto
puede ser letal (el cristalino) (46 citado por 1).

En la hiperglucemia, la pobre difusion del sorbitol a través de la membrana externa de las
células del cristalino y/o por la inhibicién de la SDH, el sorbitol se acumula en el interior del
cristalino generando:

a) Un aumento de la osmolaridad intracelular que promueve la entrada de liquidos hacia
el interior de la lente, provocando una hidratacion y tumefaccion de las células del cristalino que,
a su vez, provocan una alteracion de la homeostasis del potasio, glutation y aminoacidos, y que
finalmente, se desencadena la opacidad del cristalino (cataratas).

b) Una alteracion de la organizacion estructural de las proteinas cristalinas en el interior
del cristalino (glicacion de proteinas por entrecruzamientos de proteinas transparentes y
presencia de radicales libres), estimulando la agregacion, desnaturalizacion y precipitacion de

proteinas.

Pdgina | 7

>
-

»



Raquel Castro Diaz | TRABAJO FIN DE GRADO: Complicaciones de la hiperglucemia | ULL

B. Ruta de biosintesis de las hexosaminas

La glucosamina-6-fosfato se forma a partir de la fructosa-6-fosfato (a partir de la glucosa

o de fructosa de la ruta del sorbitol) y glutamina; posteriormente en tres reacciones da origen a la
UDP-N-acetilglucosamina y a la UDP-N- acetilgalactosamina. Ambas utilizadas en la formacion
de glicoproteinas y proteoglicanos (figura 3A). En la diabetes existe un aumento del flujo a
través de esta via, contribuyendo al aumento de la expresion de genes como los del TGFa,
TGFB1 (50 citado por 1), y del inhibidor del activador del plasminogeno-1 (PAI-1) (51 citado
por 1). Y también participa en la resistencia a la insulina (IR) inducida por lipidos e
hiperglucemia (52 y 53 citados por 1). Se ha observado, administrando glucosamina, una
correlacion entre el incremento de UDP-N-acetilglucosamina y la actividad de la GFAT; con la
baja captacion de glucosa en los tejidos adiposo y muscular (54 citado por 1). Ademads, en
transgénicos, la sobreexpresion de la enzima GFAT, incrementa la concentracion de
intermediarios de esta ruta y una disminucién paralela de la translocacion del transportador de
glucosa (GLUT4) a la membrana celular inducida por la insulina (55 citado por 1).
Los posibles mecanismos son:

e La glucosamina, inhibe la fosforilacion y activacion del sustrato del receptor de insulina-

1 (IRS-1).

e La proteina IRS-1 y el transportador GLUT 4, pueden modificarse a nivel

postraduccional por la adicion de la N-acetilglucosamina (56 citado por 1).

e La N-acetilglucosamina compite por los sitios de fosforilacion (serina y/o treonina) en la

cascada de sefializacion de la insulina (figura 3B).

e [a administracion de glucosamina aumenta los enlaces “O-glicosidico” (O-NaGlc) en

IRS-1 e IRS-2 en el musculo esquelético, disminuyendo la fosforilacion de IRS-1 y el

transporte de glucosa.
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Figura 3. En (4) esquema simplificado de la ruta biosintética de las hexosaminas. La glucosa dentro de la célula
en dos pasos se convierte en fructosa-6P (fructosa-6-fosfato), a continuacion, el 95% aproximadamente continua
hacia la glicolisis y el 3-5% se convierte en glucosamina-6P (glucosamina-6-fosfato) por la enzima GFAT
(glutamina: fructosa-6-fosfato amidotransferasa), utilizando la glutamina como segundo sustrato. GFAT cataliza el
primer paso limitante en la formacion de los productos de hexosamina y es el paso de regulacion de la ruta. La
GNAI/GNPNATI (glucosamina-6-fosfato N-acetiltransferasa) a continuacion convierte la glucosamina-6P (la cual
puede ser también captada por la célula) en GlcNAc-6P (N-acetilglucosamina-6-fosfato), utilizando acetil-CoA
procedente del metabolismo de los acidos grasos. Esto luego se convierte en GlcNAc-1P (N-acetilglucosamina 1-
fosfato) por PGM3/AGMI (fosfoglucomutasa) y posteriormente a UDP-GIcNAc (uridina difosfato N-
acetilglucosamina) por UAP/AGXI (UDP-N-acetilhexosamina pirofosforilasa), utilizando UTP de la ruta del
metabolismo de nucledtidos. UDP-GIlcNAc se usa para glicosilaciones (N-linked y O- linked) en el ER and Golgi y
para O-GlcNAc la modificacion de proteinas nucleares y citoplasmaticas por la OGT (O-GlcNAc transferasa). La
OGA (O-GlcNAc asa) cataliza la eliminacion de O-GlcNAc y anade la GlcNAc al pool de HBP para reciclar a
través de la ruta de salvamento. En (B) se muestran los residuos de glucosaminacion, que en ocasiones son también
puntos de fosforilacion. En (C) se presenta un esquema con los principales cambios fisiologicos que ocurren por un
incremento de esta via. Tomado de (2) con modificaciones.
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C. Glicosilacion no enzimatica: (AGEs)

En la hiperglucemia crénica las macromoléculas se modifican por la reacciéon no
enzimatica de la glucosa y de otros carbohidratos -como la fructosa y la glucosa-6-fosfato o sus
derivados- con las proteinas, acidos nucleicos, y lipidos, para formar productos de glicacion
avanzada estables AGEs, (advanced glycation and products). Los AGEs se acumulan
principalmente en los vasos de la retina y glomérulos renales (20 y 21 citado por 3).

Se sabe que la hiperglucemia intracelular es la causa principal de la formacion de AGEs
tanto intra como extracelulares; a partir de precursores dicarbonilos originados intracelularmente
derivados de la glucosa o sus metabolitos (22 citado por 3).

Los precursores de AGEs surgen a partir de:

e [a autooxidacion intracelular de glucosa a glioxal (figura 4).

e Descomposicion del producto Amadori (aducto de 1-aminol-desoxifructosa lisina,
derivado de glucosa) a 3-desoxiglucosona, acelerado por una amadoriasa (figura 5). La
3-desoxiglucosona también se forma por la autooxidacion de la glucosa catalizada por
metales de transicion, con la produccion del radical superoxido (figura 6).

e La fragmentacion de G3P y DHAP a metilglioxal (23 y 24 citados por 3) (figura 7).

El glioxal, metilglioxal y 3-desoxiglucosona son precursores y/o propagadores de los
AGE:s; que por combinacidn simultdineamente con dos grupos reactivos de las proteinas, forman
puentes cruzados entre ellas muy estables; produciendo su agregacion y pérdida de sus
funciones. Las proteinas ricas en aminodcidos bdsicos son especialmente susceptibles a la
glicacion. El metilglioxal y glioxal son detoxificados por el sistema de la glioxalasa; aunque
también son sustratos de otras reductasas (figura 8).

Los AGEs tienen estructuras muy variadas; entre otros, podemos encontrar a la
hidroximidazolona, puentes cruzados de bis (lisina) imidazolio, derivados de monolisina (N*-
(carboximetil)-lisina), argipirimidina y pentosidina (figura 9 hay dos ejemplos) y en la figura 10

se resume la relacion entre metilglioxal y los AGEs.
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Figura 4. Interpretacion mecanicista de la formacion de glioxal, metilglioxal, 3-desoxiglucosona y glucosona en
la degradacion de la glucosa. Se muestran formas no hidratadas y aciclicas de productos de a-oxoaldehido, aunque
el glioxal y el metilglioxal existen en solucion principalmente como monohidratos y dihidratos y 3-DG y glucosona
como ciclicos. hidratados de hemiacetal y hemicetal. Tomado de (4)
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Figura 5. Interpretacion mecanicista de la formacion de glioxal, metilglioxal y 3-desoxiglucosona en la glicacién
temprana- RNH: representa la cadena lateral de un residuo de lisina y los grupos amino N-terminales. Tomado de

4.
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Figura 6. En presencia de metales de transicién, la glucosa se autooxida, produciendo radicales libres oxidantes
derivados del oxigeno (-OH= hidroxilo; O2 ‘- = anion superoxido), H20: y cetoaldehidos. Estos ultimos -glioxal y
metilglioxal- también se producen como propagadores en la glicosilacion de proteinas. Tomado de (35).
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Figura 7. Rutas metabdlicas de formacién de metilglioxal. CCT complejo de rotura de la treonina; SSAO amina

oxidasa sensible a la semicarbazida; NE no enzimdtica, MS metilglioxal sintetasa; Cit Puso citocromo P4so. Tomado
de (6).
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The enzymatic defence against glycation
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Figura 8. La defensa enzimdtica contra la glicacién. (a) Metabolismo de glioxal y MG por el sistema de

glioxalasa. (b) Metabolismo de 3DG por 3-desoxiglucosona reductasa, un AKRd. (c) Metabolismo de 3DG por la 3-

desoxiglucosona deshidrogenasa. (d, e) Reparacion de proteinas glicadas tempranas por Amadoriasa y

fructosamina-3-fosfoquinasa. Tomado de 7.

MGdG

dG Metllglloxal
</ ;

T
1
NH -

HC._ _CH, N 7/ }.;i—»HC _CH /

~ ... 2 Cc N 2, J ~c

rll CH, °“CH, | | CHz CH, e
| (o]
R

A

Residuo de arginina Metilglioxal Residuo MG-H, (hidroximidazolona)

Pdgina | 13 g



i)

Raquel Castro Diaz | TRABAJO FIN DE GRADO: Complicaciones de la hiperglucemia | ULL

Figura 9. (Arriba) Formacion de imidazopurinona MGdG y CEdG en el ADN. El residuo de aducto se muestra
solo con la base de guanina. (Abajo)Formacion de hidroimidazolona MG-HI a partir de un residuo de arginina.
Tomado de (8).
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Figura 10. Esquema/resumen del metilglioxal. El MGO se forma principalmente como un subproducto de la
glucolisis y la autooxidacion de glucosa. Otras fuentes de MGO son el catabolismo de treonina y acetona,
peroxidacion lipidica y degradacion de proteinas glicadas. Los niveles aumentados de MGO son
predominantemente detoxificados por el sistema de la glicoxalasa, que convierte MGO en el producto final D-
lactato, a través de la formacion del intermedio S-D-lactoilglutation. Ademdas, ALDH y AR comprenden vias
menores de detoxificacion de MGO. Si la produccion de MGO excede La capacidad de detoxificacion, MGO puede
modificar los residuos de arginina para formar MG-H1, -H2 y -H3, AP y THP. Cuando MGO reacciona con lisina,
forma CEL y MOLDE, mientras que forma MODICO cuando forma un dimero “cross-link” con arginina y lisina.
Tomado de (9).

Las evidencias mds determinantes de que los AGEs estan implicados en la patogénesis de las
complicaciones diabéticas, proceden de resultados experimentales obtenidos con inhibidores de
la formacion de AGEs en modelos animales (26,27 y 28 citados por 3); y en pacientes con
diabetes tipo I con nefropatia, la aminoguanidina mejoré el cuadro clinico (figura 11). Otros
inhibidores son: carnosina, tenilsetam, OPB-9195 y piridoxamina, que atentan el desarrollo de

complicaciones diabéticas.
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Figura 11. Prevencion de la formacién de productos de glucosilacion avanzada mediante la aminoguanidina. La
aminoguanidina se une preferentemente a los compuestos carbonilicos dando lugar a productos sustituidos que no

permiten el avance de la reaccion. Tomado de (10).

Los precursores de AGEs intracelulares dafian a las células por tres mecanismos:

1. Interaccionan con proteinas intracelulares (de sefializacion).

2. Con macromoléculas de la matriz extracelular, que interactuan de forma anémala con
otros componentes y los receptores de las integrinas.

3. Las proteinas plasmaticas modificadas por los precursores, se unen a los receptores
RAGE en las células endonteliales, mesangiales y los macréfagos. Que induce la produccion de
ROS que a su vez activa el factor de transcripcion pleiotrépico NF-kB, causando cambios en la

expresion génica.

Algunos ejemplos de los efectos de los AGEs no mediados por receptor son:

e El factor de crecimiento de fibroblastos  (TGF-P) en las células endoteliales (29, citado
por 3).

e Las proteinas implicadas en la endocitosis macromolecular. (30 y 31 citado por 3).

e Proteinas de la matriz extracelular (ECM). El entrecruzamiento por AGEs del colageno

tipo I y la elastina provoca un aumento de grosor de la ECM, produciendo una mayor rigidez

de la vasculatura (32 y 33 citado por 3).
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e La glicacion aumenta la sintesis de colageno tipo III, colageno a3 (IV), colageno tipo V,
colageno tipo VI, laminina y fibronectina en la ECM. (54-57 citado por 11).

e También interfieren con las interacciones matriz-célula. La modificacion de los dominios
de unidn celular del colageno tipo IV disminuye la adhesion de las células endoteliales (35 y
36 citado por 3); y la modificacién en la cadena A de la molécula de laminina reduce

notablemente el crecimiento de neuritas (37 citado por 3).

Efectos de los AGEs mediados por receptor.

El receptor para AGEs (RAGE) es un receptor multiligando (superfamilia de las
inmunoglobulinas), que se expresa de manera constitutiva en células diferenciadas; tales como
cardiomiocitos, neuronas, neutréfilos, monocitos/macrofagos, linfocitos, células dendriticas y
células endoteliales vasculares entre otras. Es un receptor de reconocimiento de estructuras
tridimensionales. Otros ligandos para RAGE son el péptido B-amiloide, las proteinas de alta
movilidad del grupo de caja 1 (HMGBIlo anfoterina), proteinas del grupo S100, etc. La
descripcion de la estructura se presenta en la (figura 12).

Otros receptores, como AGE-R1 (oligosacaril transferasa-48), AGE-R2 (fosfoproteina
80K-H) y AGE-R3 (galectina-3), y el receptor carrofiero “(scavenger)” de macréfagos de clase
A tipos I y II, también pueden reconocer y se unen a los AGEs, pero no producen sefales
intracelulares. En cambio, eliminan los AGEs (endocitosis y degradacion de sus ligandos) (33 y
34 citados por 11).

Receptores de clase B, CD36 y clase B 1. CD36 no esté involucrado en la eliminacion de
los AGEs de la circulacion, pero juega un papel importante en la induccion de ROS en la célula.

(41 y 42 citados por 11).
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Figura 12. Representacion esquemdatica de RAGE de longitud completa y sus variantes de empalme alternativo.
RAGE se compone de una porcion intracelular, un dominio transmembrana y una region extracelular que consta
de tres dominios de tipo inmunoglobulina, un dominio tipo V seguido de dos dominios tipo C (C1y C3). El dominio
de tipo V es esencial para la union del ligando, y la eliminacion del mismo da como resultado una forma N-
truncada. La porcion citosolica es esencial para la sefializacion intracelular posterior a la union del ligando en la
region V (7 citado por 12). Las formas C-truncada de RAGE solubles circulantes corresponden al dominio
extracelular de RAGE que carece de los dominios intracelular y transmembrana. Las cuales pueden derivar por
escision proteolitica de RAGE de longitud completa de la superficie celular (cRAGE) o mediante empalme
alternativo de ARNm de RAGE (esRAGE). C: constante; V: variable. Tomado de (13).

En el endotelio la estimulacion de RAGE induce la activacion del NF-kB a través de
multiples vias de transduccion de sefiales intracelulares, incluyendo proteinas quinasas activadas
por mitéogenos (MAPK), quinasas reguladas por signos extracelulares 1/2 (ERK 1/2), p38, la
NADPH oxidasa, la quinasa terminal Jun-N, p21 / RAS, GTPasas Cdc42 y Rac (10 citado por
12)

Cuando NF-kB se trasloca al nucleo celular se inicia la transcripcion de diversas
proteinas que favorecen el desarrollo y la progresion de las complicaciones vasculares; tales
como, moléculas de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), factor de crecimiento transformante-f1 TGF-B1, factor de crecimiento de
tejido conectivo ((CTGF), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor de
necrosis tumoral-o (TNF-a), IL-1 e IL-6. Ademads, también activa la expresion de RAGE,
“feedback”™ positivo (4 citado por 12). Los RAGE en otras células ejercen otros efectos: en

fibroblastos la expresion de colageno; en células musculares lisas su migracion y proliferacion;

en fagocitos mononucleares la quimiotaxis y la haptotaxis, ademas de la expresion de moléculas
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proinflamatorias y protrombdticas; y en los linfocitos estimula la generacion de IL-2 (11 citado

por 12) (figura 13).
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Figura 13. Los efectos extracelulares e intracelulares de los AGEs. En el ECM, los AGE se forman a partir de
una variedad de moléculas diferentes, que incluyen lipidos, coldageno, laminina, elastina y vitronectina. La
formacion de AGE en las moléculas de ECM altera la constitucion de la matriz y aumenta la rigidez. Los AGE
también activan el receptor del factor de crecimiento transformante (TGF) -f para estimular el crecimiento celular,
lo que lleva a una mayor produccion de ECM. Los AGEs que se unen a RAGE en la superficie de la célula
endotelial conducen a una cascada de senializacion, estimulando la NADP H oxidasa y aumentando ROS, p21 RAS
vy MAPK. Ademas, la interaccion ligando-RAGE también puede estimular la sefializacion a través de p38 MAPK y
Rac / Cdc. Una diana clave de la sefializacion de RAGE es NF-kB. NF-kB se transloca al nucleo, donde aumenta la
transcripcion de varias proteinas diferentes, incluidas endotelina-1, ICAM-1, E-selectina y factor tisular. AGEs y
otros ligandos para RAGE, como las calgranulinas HUGBI1 y S100, desencadenan vias inflamatorias. Los AGEs
pueden disminuir la disponibilidad de NO por la disminucion de la actividad de NOS y por la extincion de NO. Los
AGEs activan los monocitos, lo que provoca una mayor expresion de los receptores carrofieros de clase A de
macrofagos (MSR) y los receptores CD36, lo que conduce a una mayor absorcion de OxLDL y formacion de células
espumosas... ECM, membrana de la célula endotelial. Tomado de (11).
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D. Activacion de la protein kinasa C.

PKC, es un miembro de la superfamilia Ser / Thr quinasas, las AGC quinasas, consta al
menos de 10 isoenzimas divididas en tres subclases: convencional (a, Bl / BIL, y), nuevas (9, €, 1,
0) y atipica (1 / A, {) (figura 14). La PKC regula muchas funciones celulares, en particular la

proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. Nueve de ellas estdn reguladas por DAG

(14).
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Figura 14. Composicion de dominios de los miembros de la familia PKC. En A, La estructura primaria de las
tres clases de isoenzimas de PKC: convencional, novel y atipicas. La zona reguladora contiene los modulos de
union a cofactor: el pseudosustrato (verde), los dominios CIA y C1B (naranja) que se unen a fosfatidilserina para
todas las PKC y ésteres de diacilglicerol / forbol para PKC convencionales y nuevas, el dominio C2 (amarillo) que
une los lipidos anionicos y Ca’ " para las PKC convencionales; y un dominio PBI (azul) que sirve como un médulo
de interaccion proteina: proteina para PKC atipicas. Los requisitos para la union del cofactor se muestran a la
derecha: PS, fosfatidilserina;, DG, diacilglicerol; y Ca’ *. La zona catalitica contiene el dominio conservado de
quinasa (ciano) con el sitio de fosforilacion del bucle de activacion (circulo rosa) y una cola C-terminal que
contiene dos sitios conservados de fosforilacion: el motivo “giro” y el motivo “hidrofobico” (circulos de color
rosa, resaltar que para PKC atipicas un residuo de glutamato ocupa el motivo hidrofobico). La numeracion de los
sitios de fosforilacion es representativa de la isoenzima PKC subrayada a la izquierda. En B, Diagramas de cinta
del dominio CIB de PKC § (naranja) con forbol unido (pirpura), el dominio C2 de PKC BII (amarillo) con Ca’ *
unido (rosa) y el dominio de quinasa de PKC BII fosforilado (azul) con fosfato en los tres sitios conservados de
fosforilacion: bucle de activacion (rosa), motivo de “giro” (naranja) y motivo “hidrofobico” (verde). Tomado de
14.
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La hiperglucemia intracelular aumenta la concentracion de diacilglicerol (DAG), por un
aumento de la sintesis de novo, en células microvasculares cultivadas; y en la retina y
glomérulos renales de animales diabéticos. Las isoformas B- y & de PKC son las activadas
principalmente; pero también, lo hacen las isoformas o- y €- en la retina y las a- y - en el

glomérulo (54 y 56 citados por 3) de ratas diabéticas.

Indirectamente la hiperglucemia también puede activar la PKC; tanto a través de los
receptores de AGEs, como por la ruta de polialcoholes por aumento de ROS (57 y 58 citados por
3).

La activacion de la PKC-B por hiperglucemia en diferentes modelos experimentales se
relaciona con:

e La disminucion de la produccion glomerular de NO en la diabetes experimental, y con la
disminucién de NO en células del musculo liso; y también la expresion de la 6xido nitrico
sintetasa endotelial (eNOS). (59, 60, 61 y 62 citados por 3).

e Aumenta la ruta endotelina-1 - MAPK en las células mesangiales glomerulares. Ademas,
también aumenta la expresion del factor VEGF en las células del musculo liso. (63, 64 y 65
citados por 3).

e Favorece la acumulacion de proteinas de la ECM  microvascular al inducir la expresion
de TGF-1, fibronectina y colageno tipo IV; tanto en cultivos de células mesangiales, como
en los glomérulos de ratas diabéticas. Sin embargo, el incremento de la expresion de la
laminina C1 es independiente de la activacion de PKC (66, 67, 68 y 69 citados por 3).

e Con la sobreexpresion del inhibidor fibrinolitico PAI-1, la activacion de NF-kB en
cultivos de células endoteliales y musculares lisas, y con la activacion y regulacion, de
diversas oxidasas dependientes de NADPH asociadas a la membrana (70, 71 y 72 citados
por 3).

¢ El uso de un inhibidor especifico para PKC-B, redujo la actividad de PKC en la retina y
los glomérulos renales de animales diabéticos. Paralelamente también se redujo el aumento
de flujo sanguineo en la retina, se normaliz6 la tasa de filtracion glomerular y se corrigid

parcialmente la albuminuria. En la figura 15 se presenta un esquema.
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Figura 15. Efectos de la activacion de la proteina quinasa C (PKC) inducida por hiperglucemia. La
hiperglucemia aumenta el contenido de diacilglicerol (DAG), que activa la PKC, principalmente las isoformas f y
0. La activacion de PKC tiene una serie de consecuencias patologicas al afectar la expresion de la oxido nitrico
sintetasa endotelial (eNOS), endotelina-1 (ET-1), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento transformante-f (TGF-p) e inhibidor del activador del plasminogeno-1 (PAI-1), y por la activacion de
NF-kB y NAD (P) H oxidasas. Tomado de (3).

E. Estrés oxidativo

Debido a que, en cada uno de los cuatro mecanismos patogénicos descritos
anteriormente, existe un Unico proceso comun: la sobreproduccion de superoxido (O27) por la
cadena de transporte de electrones (10 y 84 citados por 3). Michael Brownlee y colaboradores
han presentado resultados que apoyan la hipdtesis de que; la hiperglucemia aumenta la
produccion de Oz en las mitocondrias y activa la ruta de las hexosaminas. Mientras que, su
normalizacidn inhibe la activacion de la PKC, asi como la formacion de AGEs y sorbitol (30
citado por 6). Estos resultados vinculan la hiperglucemia con el desarrollo de un estrés oxidativo
en la diabetes (31 y 32 citados por 6).

Durante la hiperglucemia se generan altas concentraciones de NADH y FADHo.
Sobrecargando la cadena de transporte de electrones mitocondrial, lo que compromete el
transporte de electrones a través del complejo III. En consecuencia, se produce un aumento en la

"fuga" de electrones al nivel de la coenzima Q en la cadena respiratoria y, posterior reduccion
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parcial del oxigeno molecular a O > “~ (33 citado por 6) (figura 16). jEstos datos permitieron

conectar las altas concentraciones de O ;> °~ a las cuatro hipdtesis!

v AuK*
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repairment

Figura 16. Producciéon de ROS por la cadena de transporte de electrones mitocondriales. En las células
endoteliales cultivadas, los donantes de electrones NADH y FADH?2 se generan por la oxidacion del piruvato
derivado de la glucosa. El flujo de los electrones donados por estos a través de la cadena de transporte de
electrones en la membrana mitocondrial interna bombea iones H * al espacio intermembrana. Cuando el gradiente
de voltaje es muy alto debido al aumento del flujo de electrones, se inhibe/enlentece el transporte de electrones en el
complejo III, lo que aumenta la vida media de los radicales libres intermedios de la coenzima Q (semiubiquinona),
que reduce el Oz a superdxido. Los iones H* pueden pasar a través de la membrana interna a favor de su gradiente
de concentracion, ya sea a través de la ATP sintasa (para producir ATP) o a través de UCP, que disipan la energia
del gradiente de protones en forma de calor. Cyt ¢ indica citocromo c. Tomado de 3y 16

En la parte inferior se muestran las complicaciones de los ROS. La enzima superoxido dismutasa de manganeso
(MnSOD), la unica enzima superoxido dismutasa ubicada en la matriz mitocondrial, para su detoxificacion. Los
niveles elevados de O: "~ y otros ROS que modifican/ oxidan a macromoléculas, incluidos lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (roturas de cadena lo que activa a PARP), y producen disfuncion mitocondrial, activacion de NF-«kB y
expresion alterada de genes y por ultimo resistencia a la insulina al impedir la translocacion de Glut 4. La
ausencia de histonas en el ADN mitocondrial (ADNmt) y mecanismos de reparacion de ADN limitados hacen que
las mitocondrias sean altamente susceptibles al dafio del ADN inducido por O: *~. GPX: glutation peroxidasa,
H>0:: Peroxido de hidrogeno;, O>": Anion superoxido, OHe: Radical hidroxilo; TRX: Thioredoxina reductasa;
PARP: poli(ADP-ribosa) polimerasa.
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Por otro lado, Du y sus colaboradores observaron que el aumento en la producciéon de Oy
- disminuye la actividad de la G3PDH (29 citado por 6). Se conocia que esta enzima puede ser
inactivada por H2O2 y O2 « - (34 citado por 6). Sin embargo; esta inactivacion es reversible y
persiste aun cuando las concentraciones de GSH permanecen altas. Estos resultados no
encajaban bien con el modelo propuesto para hiperglucemia / estrés oxidativo /complicaciones
DM.

En otros experimentos, Garcia Soriano y colaboradores demostraron que la
hiperglucemia, a través de la alta generacion de (ERN) y (ROS), activan la poli (ADP) ribosa
polimerasa (PARP), una enzima reparadora de ADN (35 citado por 6). La activacion de PARP
escinde NAD" en acido nicotinico y ADP-ribosa que polimeriza y es capaz de unirse a las
proteinas contenidas en el nucleo regulando su actividad (36 y 37 citados por 6). Por otro lado, se
observd que existe una translocacion bidireccional de la enzima G3PDH citoplasma-nucleo (38 y
39 citados por 6). Brownlee en 2005 (15), propuso que la activacion de PARP por la altas
concentraciones de ROS; con la consiguiente poli-ADP-ribosilacion de la G3PDH, seria la
encrucijada entre las cuatro hipotesis (figura 17). En apoyo de esta hipotesis Du y sus
colaboradores demostraron, que ratones knockout para PARP, cuando se sometieron a
hiperglucemia, no presentaban la enzima G3PDH con polimeros de ADP-ribosa (40 citado por
6). Sin embargo, los animales controles tuvieron un aumento en la ADP-rribosilacion de la
enzima. Por lo tanto, en principio, estd claro que la G3PDH es un punto crucial en el circuito
metabolico de la diabetes. En las figuras 18 y 19 se presenta el mecanismo molecular propuesto

para las microangiopatias y macroangiopatias respectivamente (16).
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Mitocondria

Citoplasma

Figura 17. Activacion de PARP e inactivacion de GAPDH. El exceso de la produccion de ROS en las

mitocondrias como consecuencia de la hiperglucemia, produce lesiones en el DNA lo que activa a PARP; que
modifica a GAPDH por ADP-rribosilacion inactivandola. Tomado de (15).
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Figura 18. La produccién de superéxido mitocondrial inducido por la hiperglucemia activa las cuatro vias
perjudiciales por inhibicion de la GAPDH. En (A) se muestra el esquema del modelo propuesto sobre como se
vinculan las diferentes rutas en un mecanismo unificado. El modelo esta basado en la observacion de que: en
animales diabéticos y pacientes, e hiperglucemia en células; en todos los casos la actividad de la enzima glucolitica
clave gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) esta disminuida. Sin embargo, la inhibicion de la
actividad de GAPDH por hiperglucemia no ocurre cuando UCP-1 o MnSOD previenen la sobreproduccion
mitocondrial de superoxido (36 citado por 15). Cuando se inhibe la actividad de GAPDH la concentracion de todos
los intermediarios glicoliticos que estan corriente arriba de GAPDH incrementan. Concentraciones elevadas de
gliceraldehido-3-fosfato activa dos de las cuatro vias. Activa la ruta de los AGEs porque el principal precursor de
AGE intracelular metilglioxal se forma a partir de este compuesto. También se activa la ruta clasica de PKC ya que
su activador, diacilglicerol, también se forma a partir de gliceraldehido-3 fosfato. Mas arriba en la ruta glicolitica,
el incremento de fructosa-6 fosfato, aumenta el flujo a través de la via de la hexosamina, donde la enzima GFAT
convierte la fructosa-6 fosfato en UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIlcNAc). Finalmente, la inhibicion de GAPDH
aumenta los niveles intracelulares del primer metabolito glucolitico, glucosa. Esto aumenta el flujo a través de la
ruta poliol donde la enzima aldosa reductasa la reduce, consumiendo NADPH en el proceso. Por ultimo, la
conexion entre el superoxido y la GAPDH es la enzima PARP. En (B) se muestra el mecanismo unificador del dafio
celular inducido por la hiperglucemia. Tomado de (15) y (16).
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Figure 19. Mecanismo esquemdtico por el cual el IR provoca un aumento de la oxidacion de FFA en las células
endoteliales arteriales, activando senales proaterogénicas e inhibiendo enzimas antiaterogénicas. Resultados
experimentales indican que el IR en si misma promueve la aterogénesis en ausencia de hiperglucemia. La IR en los
adipocitos aumenta la liberacion de dcidos grasos libres a partir de los triglicéridos almacenados, y el aumento de
la oxidacion de los FFA en las células endoteliales aorticas debido a la falta de estimulacion por la insulina de la
produccion de malonil CoA provoca una mayor produccion de superoxido por la cadena de transporte de
electrones mitocondrial. Al activar los mismos mecanismos que los ROS inducidas por hiperglucemia; la
sobreproduccion de superoxido inducida por FFA activa una variedad de seriales proinflamatorias e inactiva dos
enzimas antiaterogénicas importantes: prostaciclina sintasa y eNOS. IR, resistencia a la insulina; ACC, acetil-CoA
carboxilasa;, CPT-I, carnitine palmitoiltransferase I, AGE, productos de glicacion avanzada; GlcNAc, N-
acetilglucosamine; PGL, prostaciclina. Tomado de (16).
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5.- Conclusiones

1.

La hiperglucemia es el principal factor de riesgo en la DM, originando complicaciones

crdnicas en ciertos drganos como el 0jo, el rifidén o vasos sanguineos.

Ruta de los polioles: se produce una acumulacion de la fructosa y del sorbitol, ademas de
una disminuciéon de la concentracion de NADPH, provocando diversas alteraciones
metabolicas, como la alteracion de la homeostasis o deficiencia en los sistemas

antioxidantes.

Ruta de biosintesis de las hexosaminas: la activacion de esta ruta parece estar relacionada
con el sindrome de resistencia a insulina/sindrome metabdlico. Se ha visto una
correlacion entre el incremento de UDP-N-acetilglucosamina y de la actividad de la

GFAT; y la baja captacion de glucosa en los tejidos adiposo y muscular.

La glicosilacién no enzimadtica: la formacion intracelular de precursores de AGEs son
importantes en la patogénesis de la diabetes. Estudios recientes han demostrado que el

uso de inhibidores de los AGEs, atentian el desarrollo de complicaciones diabéticas.

La activacion de la protein kinasa C: provoca consecuencias patologicas al afectar la
expresion de eNOS, ET-1, VEGF, TGF-B e (PAI-1), y por la activacion de NF-kB y
NAD (P) H oxidasas.

Estrés oxidativo: cada uno de los cuatro mecanismos patogénicos diferentes descritos
tienen un denominador comun inducido por la hiperglucemia, la sobreproduccion de

superoxido por la cadena de transporte de electrones mitocondriales.

La produccién de O2e - causa una disminuciéon en la actividad de la G3PDH por
poliADP-ribosilacion, punto crucial en el circuito metabdlico de la diabetes, el cual
puede ser un factor clave en el futuro para el disefio de nuevos medicamentos y terapias

contra la diabetes.
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