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Diabetes Mellitus y Disfuncién Endotelial

Diabetes mellitus and Endothelial Dysfunction

+

César Delgado-Butrén'’, César Delgado-Torres”, Leonidas Delgado-Torres’

Resumen

La Disfunciéon Endotelial (DE) en la diabetes resulta de multiples factores metabédlicos tributarios de la
glucotoxicidad, lipotoxicidad, resistencia a la insulina y de la interaccion reciproca entre ellos. Hay un nimero de
alteraciones funcionales consiguiente a la DE, como: proliferaciéon de las células endoteliales, anormalidades del flujo y
permeabilidad vascular, angiogénesis patolégica, disminucion de la fibrinolisis y oclusion vascular, incremento de la
expresion de genes pro inflamatorios y variados efectos dependientes del aumento de especies de oxigeno reactivo (ROS) y
del estrés oxidativo. Estos y otros efectos no bien conocidos, hacen de la DE un componente relevante y clave en la
patogénesis de la micro y macrovasculoptia diabética. Las complicaciones microvasculares en la retina, glomérulo y vaso
nervorum en la diabetes mellitus, implican funcion anormal de la célula endotelial, caracterizada por cambios vasculares,
produccion de factores de crecimiento y citokinas, activacion de genes proinflamatorios, deposito de matriz extracelular y
otros, lo cual puede ser considerado como la primera etapa de la progresion de la microangiopatia diabética. En cuanto a
las complicaciones macrovasculares es importante resaltar que la DE precede a la aterosclerosis.
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Abstract

The Endothelial Dysfunction (ED) in diabetes results from a variety of metabolic factors wich influence the
glucotoxicity, lipotoxiciy, insulin resistance and the reciprocal interaction between them. There are a number of functional
alterations following to ED, as: active endothelial cell proliferation, abnormalities in vascular flux and permeability,
pathologic angiogenesis, decrease of the fibrinolysis, vascular occlusion, increase proinflamatory gene expression and
multiple effects dependent on the increment of reactive oxygen species (ROS) and the oxidative stress. These and other
poorly understood effects make the ED a key and relevant component in the pathogenesis of diabetic micro and
macrovasculopahy. The microvascular complications in retina, glomerulus and vasa nervorum in the diabetes mellitus
implicate an abnormal function of the endothelial cell, characterized by vascular changes, production of growth factors
and cytokins, activation of proinflamatory genes, deposition of extracelular matrix and others, wich can be considered
like the first step in the progression of diabetic micrangiopathy. As far as the macrovascular complications, it is important
to emphasize that ED precedes atheroesclerosis.
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Introduccion

Las complicaciones micro y macrovasculares de la
diabetes es el resultado de un ambiente adverso vascular
generado, a su vez, por el disturbio metabdlico consecuente al
estado de hiperglicemia. Las complicaciones microvasculares
que afectan a la retina, glomérulo y vasos nervorum son
especificas de la diabetes y clinicamente se expresan en la
retinopatia, nefropatia y neuropatia, que son las causas
principales de ceguera y de insuficiencia renal terminal, entre
otros. Por su lado, las complicaciones macrovasculares, no
especificas de la diabetes, dan cuenta de la cardiopatia
coronaria, accidente cerebro vascular y enfermedad vascular
periférica, cuya frecuencia es marcadamente elevada en
comparacion a la poblacion no diabética.

El proceso de disfuncion endotelial, es un evento clave
en la patogénesis de la micro y macrovasculopatia diabética y
constituye la primera etapa de la secuencia de eventos adversos
que lleva al dafio aterosclerético.

En el presente articulo revisamos el eslabon entre las
anormalidades metabdlicas subyacentes a la hiperglicemia y la
disfuncion endotelial.

Rol Fisiologico del Endotelio

El endotelio es el organo mas grande del cuerpo
humano y aparte de proporcionar una barrera fisica entre la
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pared vascular y el lumen, promueve multiples funciones,
principalmente a travésde la produccién de éxido nitrico (NO)
generado por la accidn de la sintasa de 6xido nitrico endotelial
(eNOS). Se han identificado tres isoformas de NOS: eNOS
(NOS endotelial), nNOS (NOS neuronal) e iNOS (NOS
inducible). eNOS ¥ nNOS se les denomina también cNOS
(NOS constitutiva)®.

Entre las funciones del endotelio se tienen, que:
“®* Modula el tono vascular mediante la secreciéon de
vasodilatadores: NO, prostaciclina I, (PGI,), factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) y péptido
natriurético tipo C, que guardan equilibrio con la secrecion de
vasoconstrictores: endotelina -1 (ET-1), angiotensina I (AT II),
prostaglandina H, (PG,), tromboxano A, (TXA,) y especies de
oxigeno reactivo (ROS).

+Asegura el adecuado flujo sanguineo.

+Atenua la produccion de citoquinas inflamatorias.

+Limita el reclutamiento de leucocitos.

*Disminuye la expresion de VCAM (molécula de adhesion
de células vasculares).

* Inhibe la proliferacién de VSMC (células del mtisculo
liso vascular).

‘Regulalaagregacion plaquetaria, coagulacion y fibrinoli-
sis.

*Inhibe la apoptosis.

-Reduce la adhesion de monocitos a la pared vascular.

-Regula la permeabilidad y vascular.

Disfuncién Endotelial (DE)

Drexler H.”, conceptia a la disfuncion endotelial como
“un fenotipo endotelial mal adaptado, caracterizado por
biodisponibilidad de NO reducido, estrés oxidativo incre-
mentado, expresion elevada de factores protrombdticos y
proinflamatorios y vasoreactividad anormal”, es decir, que el
endotelio pierde sus propiedades fisioldgicas: tendencia a
promover, fibrinolisis y antiagregacion plaquetaria. La DE
precede o estd asociada con diversas patologias como
hipertension arterial, enfermedad coronaria, falla renal crénica
y a condiciones de resistencia a la insulina (diabetes, obesidad,
sindrome metabolico y otros estados patoldgicos).

Anormalidades Metabolicas y Disfunciéon
Endotelial en la Diabetes Mellitus®”

Las observaciones en el modelo tanto animal y clinico
indican que la hiperglicemia crénica es el factor iniciador
central para todos los tipos de enfermedad microvascular
diabética (EMD). La duracion y magnitud de la hiperglicemia
se correlacionan marcadamente con el grado y velocidad de
progresion de la EMD. En apoyo de lo anterior estan los
resultados DCCT® y UKPDS", que encontraron reduccién de
la incidencia de las complicaciones microvasculares con
terapia intensiva de insulina. Otra caracteristica de las células
endoteliales es que desarrollan hiperglicemia intracelular

debido a que ellas no pueden “down regulate” el transporte de
glucosa cuando son expuestas a hiPerglicemia extracelular, lo
que difiere de muchas otras células".

Otro concepto que abala la influencia de la hiperglice-
mia es la llamada memoria hiperglicémica, definida como la
persistencia o progresion de las alteraciones microvasculares
por la hiperglicemia, durante periodos subsecuentes de
homeostasis de glucosanormal ™.

La hiperglicemia, como se describira a continuacion,
genera metabolitos toxicos que ejercen efectos adversos sobre
la funcién endotelial, a saber: estimulacion de la proteina
kinasa C (PKC), incremento de productos finales de glicacion
avanzada (AGEs), formacion de sorbitol y produccion

(12,13) . y ;
aumentada de ROS"™™”. La activacion de estas vias promue-
ven incremento de estrés oxidativo vascular, inflamacion,
apoptosis, aterogénesis y funcion endotelial alterada, lo que
finalmente conducird a las complicaciones cronicas de la
diabetes, tanto micro como macrovasculares.

Hiperglicemiay Activacion de
la Proteina Kinasa C (PKC)

El estado de hiperglicemia promueve la activacion de
PKC queincluye 11 isoformas, 9 de las cuales son activadas por
la produccion incrementada de diacilglicerol (DAG) através de
la glicolisis. El incremento de PKC causa una variedad de
alteraciones proaterogénicas:'>"”

*Reduccion del flujo sanguineo renal y retinal por
disminucion de NO y aumentode ET -1.

+Aumento de la permeabilidad y angiogénesis vascular
por incremento del factor de crecimiento endotelial
vasular (VEGF).

+ Acumulacion de matriz proteica extracelular
(incremento de colagenoy fibronectina).

+Inhibicidn de la fibrinolisis por aumento del inhibidor
del activador de plasmindgeno tipo -1 (PAI-1).

*Expresion de genes proinflamatorios por aumento del
factor nuclear Kappa B (NF-kB).

+Activacion de varias oxidasas dependientes de NADPH,
incrementando ROS. (Figura 1).

Hiperglicemia y Formacién de Sorbitol
(Viadel Polyol)

El metabolismo de la glucosa por la via del polyol en
sujetos no diabéticos ocurre en un pequefio porcentaje, sin
embargo, en la situacion de hiperglicemia del paciente diabé-
tico, la conversion enzimatica a sorbitol se incrementa (Figura
2). La aldosareductasa reduce aldehidos toxicos generados por
ROS a alcoholes inactivos y la glucosa intracelular incremen-
tada a sorbitol, luego éste es oxidado a fructosa por accion de la
enzima sorbitol dehidrogenasa y como cofactor el dinucleotido
adenina nicotinamida (NAD+ reducido a NADH)"?. La
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Figura 1. Hiperglicemia y actividad de la proteina Kinasa C (PKC). DAG: Diacilglicerol.

utilizacion de la glucosa por esta via varia de acuerdo a la
especie, tejido, entre otros; de modo que las complicaciones
diabéticas por la via del polyol-sorbitol depende de muchas
variables.

El mecanismo de accidn de la via polyol-sorbitol como
posible causa del deterioro ocasionado por la hiperglicemia no
esta bien dilucidado. Se han propuesto diversas acciones del
sorbitol, como que: provoca dafio osmético, induccion de estrés
oxidativo, disminucion de la actividad de la bomba de sodio
potasio dependiente de la adenosina trifosfatasa (Na™ K'-
ATPasa), aumento de la relacion NADH/NAD+ citosolico y
disminucién de NADPH citosdlico. Cada una de estas hipotesis
no aportan evidencias convincentes'"”.

La oxidacién de sorbitol por NAD+ produce inhibicién
de la actividad de la enzima giceroaldehido 3 fosfato
dehidrogensasa (GADPH), dando lugar a que la glucosa se
desvie de la %lic()lisis a otras vias de utilizacién, generando
PKCyAGEs"™"

La formacidon de sorbitol a partir de glucosa consume
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH)
y, a su vez, disminuye la generacion de glutation reducido, lo
cual exacerba el estrés oxidativo intracelular. E1 NO mantiene a

Aldosa Reductasa

Hiperglicemia

NADPH

la enzima aldosa redgctasa en forma inactiva, situacion que se
pierde en la diabetes ™.

En estudios en animales, la inhibicion de la aldosa
reductasa previene algunas anorgnalidades en la retinopatia,
nefropatia y neuropatia diabética”.

En pacientes con neuropatia diabética la inhibicion de
(1%) aldosa reductasa con zenarestat produjo buenos resultados

Hiperglicemia y Formacién de Productos Finales
de Glicacién Avanzada (AGEs)"*"**

Actualmente se acepta que la hiperglicemia intracelular
sea el inductor primario en la formacion tanto de AGEs intra y
extracelulares. Acttian a través de sus receptores (RAGE). Tres
vias conducen a la formacion de AGEs: (Figura 3).

* Via glioxal resultante de la autooxidacion intracelular
delaglucosa.

* Via 3-deoxiglucosona a partir de la descomposicion del
producto Amadoriy

Sorbitol Dehidrogenasa

N

NADP+

Figura 2. Hiperglicemia: Via Polyol.
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Figura 3. Precursores de la formacion de los productos finales de la glicacion avanzada (AGEs).

+La Viametilglioxal que se origina por fragmentacion
del gliceroaldehido 3 fosfato durante la glicolisis.

En las células endoteliales la via metilglioxal es el
precursor mas importante de los AGEs.

Los precursores de AGEs dafian a las células endotelia-

les por 3 mecanismos: (Figura4).

*Modifican las proteinas intracelulares, consecuentemente

alteran su funcion.
-Modifican los componentes de la matriz extracelular e in-

teractian anormalmente con otros componentes y recepto-
de lamisma matriz.

*Alteran proteinas plasmaticas que al unirse a receptores
AGEs sobre células como macrofagos inducen la produc-
cionde ROS.

Los AGES han mostrado que directamente injurian a
las células beta del pancreas.

Los precursores de AGEs “up-regulation” NADPH
oxidasa y, a su vez, incrementa el estrés oxidativo en células
endoteliales humanas, un sustento molecular de la vasculopatia

diabética.
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Figura 4. Dafio celular por los precursores de AGEs.
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En la retinopatiadiabética humana, los AGEs causan
incremento de la permeabilidad capilar, contribuyendo tanto en
el edema macular y neovascularizaciéon de la retina por
aumento de la expresion del VEGF.

En la fase temprana de la nefropatiadiabética los AGEs
favorecen la hiperfiltraciéon y microalbuminuria por estimulo
de la secrecion de VEGF y de la proteina quimotactica de
monocito 1 (MCP1). Ademas, los AGEs contribuyen a las
lesiones mas avanzadas de la nefropatiadiabética promoviendo
apoptosis de las células mesangiales del glomérulo.

Los efectos deletereos de los AGEs asociados a la
hiperglicemia no se producen bloqueando los RAGEs, lo que
dalugar a una inhibicion del desarrollo de la vasculopatia.

Hiperglicemia y Activacion dela
Viadela HeXOSamina(WZ 13,23)

A parte de las 3 vias descritas de la hiperglicemia como
causantes de los trastornos metabolicos que llevan a las
complicaciones diabéticas, se suma una cuarta en que la
glucosa se desvia a la via de la hexosamina, la cual sumaria-
mente consiste en que: la fructosa 6 fosfato procedente de la
glicolisis, por accion de la glutamina fructosa 6-fosfato
amidotransferasa (GFAT), es convertida a glucosamina-6-
fosfato (GLc-6-P) como sustrato de uridin-difosfato N-acetil
glucosamina (UDP-GLcNACc). A través de estos intermediarios
se producen cambios en los genes de transcripcion,
incrementando la produccién de factores de promocion de las
complicaciones diabéticas, como el inhibidor del activador de
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Figura 1. Hiperglicemia y activaciéon de la via de la Hexosamina.

Sp1 : Factor de transcripcion. Sp1; eNOS : Sintetasa de 6xido nitrico endotelial;
PAI = 1 : Inhibidor del activador del plasmindgeno 1; TGF-R : Factor de crecimiento transformante R.
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plasmindgeno I (PAI-1) y el factor de crecimiento de transfor-
macion beta (TGF-B) (Figura 5).

La hiperglicemia ha mostrado un incremento de 2.4
veces la actividad de la via de la hexosamina de las células
endoteliales aorticas, y que esta via aumenta la activacion de las
metaloproteasas (MMP2 y MMP9) en las células endoteliales
de la arteria coronaria humana y en las placas de la cardtida de
pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

La via de la hexosamina también puede causar
multiples cambios en la expresién del gen y en la funcién
proteica, como consecuencia de una glicosilacion alterada de
N-acetil glucosamina, contribuyendo en la patogénesis de las
complicaciones diabéticas.

Via Comiun Final de la Hiperglicemia:
Incremento de Especies de Oxigeno
Reactivo (ROS)

También conocido como el “mecanismo de unificacion
del dafio celular inducido por la hiperglicemia”®. Los 4
mecanismos patogénicos desencadenados por la hiperglicemia,
ya referidos, confluyen y se expresan en un inico proceso: la
sobreproduccion de ROS, lo que finalmente conduce a la
disfuncion vascular. Dos fuentes de ROS estimulados por la
hiperglicemia son reconocidas: la generacion de NADH y
piruvato en el proceso glicolitico citoplasmatico y la oxidacion
del piruvato mitocondrial en el ciclo de Krebs, ambas fuentes lo
realizan a través de la cadena de transportes de electrones en la
mitocondria. El incremento de ROS por la hiperglicemia es
inhibida por la dismutasa superdxido de manganeso (Mn-
SOD)-enzima antioxidante mitocondrial- asi como por agentes
que desacoplan la fosforilacion oxidativa; por consiguiente,
evita la activacion de la via del poliol, la formacion de AGEs, de
PKCy delavia de la hexosamina; contrariamente la activacion
de las 4 vias anteriores convergen en g)aralelo con la formacién
de ROS secundaria a la hiperglicemia"'?.

El mecanismo por el cual el superdxido mitocondrial
inducido por la hiperglicemia activa los cuatro procesos ya
sefialados, se deberia a que el exceso de superdxido inhibe
parcialmente la enzima glicolitica, gliceroaldehido-3-fosfato
dehidrogenasa (GAPDH); en consecuencia los compuestos
intermediarios previos a este bloqueo se acumulan, asi el
incremento del gliceroaldehido-3-fosfato aumenta la sintesis
de metilglyoxal y diacilglicerol, precursores basicos para la
formacion de AGEs y PKC; en tanto que la glucosa y fructosa
incrementan la via de la hexosamina y del poliol, respectiva-
mente®”,

Otros efectos del incremento de ROS que conducen ala
disfuncion vascular generada por la hiperglicemia, son: el
promover directamente la remodelacion y apoptosis vascular,
como se observa en las células endoteliales de la aorta humana;
estimular la metaloproteinasa de la matrix macular (MMP) en
las células endoteliales de la aorta bovina, lo cual reduce la
disponibilidad del NO. El volumen del glicocalix-capa de
proteoglicanos que cubren el endotelio- también estd reducido
por la hiperglicemia aguda Y exacerba la disfuncion endotelial
en sujetos humanos sanos®**®

ROS directamente inactiva 2 enzimas antiaterogénicas:
sintasa de prostaciclina y sintasa de 6xido nitrico endotelial.

En resumen, la interrelacion entre hiperglicemia-con
sus metabolitos toxicos de las 4 vias -y la formacion de ROS
son participes importantes en la disfuncion endotelial y estos
cambios metabolicos se expresan clinicamente en las
complicaciones vasculares cronicas, tanto micro como
macroangiopaticas; por ello, la mejor manera de detener esta
secuencia de eventos es un buen control glicémico del
diabético con los medios terapéuticos actuales.

Interrelaciones entre Disfuncion Endotelial
y Resistencia a la Insulina

Existe una relacion reciproca entre el desarrollo de la
DE y resistencia a la insulina (RI), de modo que la DE y RE
frecuentemente coexisten®”. Algunos estudios sugieren que la
DE predice la incidencia de diabetes mellitus®®?®.
Biomarcadores en general y marcadores hemostaticos de DE
incrementan el riesgo de diabetes mellitus tipo 2, independien-
temente de otros factores de riesgo para la diabetes (obesidad,
RI, entre otros). También niveles elevados de moléculas de
adhesion endotelial como: E-selectina e ICAM-I, se asocian
con incrementado riesgo de desarrollo de diabetes”. Hijos no
diabéticos de padres diabéticos tienen tanto RI y DE®”. Estos y
otros estudios apoyan un rol causal potencial de la DE en la RI.
De otra parte, la RI se acompafia de alteraciones vasculares
caracteristicas de la DE, como la incapacidad para la
vasodilatacion. En la figura 6 se observa que la RI afecta por
diversas alteraciones metabolicas la cascada de la sefializacion
de la insulina, via fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) y proteina
Kinasa B (AKt), mientras que la via mitdogeno activada por la
proteina kinasa (MAPK) no es afectada. El inbalance entre
PI3K y MAPK lleva a modificaciones vasculares y metaboli-
cas, como consecuencia de la DE y de la RI, produciendo
finalmente aumento de la endotelina 1 y disminucion de NO y
GLUTH4, con lo que predomina la vasoconstriccion y disminu-

., .. (31,32)

ye la captacion de glucosa en los tejidos blancos™ ™.

Rol delos Acidos Grasos Libres en la Disfuncién
Endotelial Asociada ala Diabetes Mellitus

Otra consecuencia de la RI es que causa aumento de la
liberacion de los acidos grasos libres (FFA) desde los
adipocitos e incrementan la oxidacion de éstos en la
mitocondria de la célula endotelial, con lo que se activa las vias
aterogénicas e inhiben las enzimas antiaterogénicas.

La oxidacion de FFA, al igual que la oxidacion de la
glucosa en el ciclo de Krebs, genera exceso de ROS y mediante
el mismo mecanismo, como ocurre con la hiperglicemia,
activan las vias de la glucotoxicidad: PKC, AGEs, hexosamina
y factor nuclear KB, todo ello favorece los procesos aterogé-
nicos.

De otro lado, el exceso de FFA estd implicado en la
patogénesis de la RI. Al igual que la glucotoxicidad, la
lipotoxicidad inducida por FFA puede promover DE por varios
mecanismos: reduce la disponibilidad de NO, aumenta el estrés
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Figura 5. Resistencia alainsulinay alteracion de la cascada de la sefializacion de la insulina.

oxidativo vascular, inhibe la fosforilacion de IRS-1, incremen-
ta la desintegrina y metaloproteinasa, activa la proliferacion y
migracion de células y permeabilidad endotelial, aumenta la
adhesion de monocitos al endotelio, incrementa la respuesta
inflamatoria e induce la apoptosis endotelial *>**.

Los efectos de los FFA sobre la funcion endotelial han
sido demostrados en modelos animales in vitro ¢ in vivo 'y en
humanos; asi en el conejo, la incubacién in vitro con FFA

160

desmejora la funcion endotelial en anillos adrticos aislados,
acompafiado por niveles de NO reducido y estrés oxidativo
aumentado. En humanos sanos expuestos a FFA elevados
incrementa marcadores plasmaticos de actividad endotelial,
tales como: ICAM-1, VCAM-1 y selectina E soluble y aumenta
los niveles plasmatlcos de miel o peroxidasa (MPO) y del
inhibidor del activador plasminégeno tisular®***. Por
consiguiente, la glucotoxicidad, lipotoxicidad e inflamacion
contribuyen al desarrollo de la Rl y paralelamente de la DE.
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