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Resumen
La prevalencia de la diabetes Mellitus tipo 2 se incrementa a nivel mundial. Esta enfermedad se
caracteriza por la combinacién de la resistencia a la insulina y la incapacidad de la célula 3 del
pancreas de mantener una adecuada secrecion de insulina. La via sefializadora dependiente de la
AMPK se considera una de las claves terapéuticas para tratar la resistencia a la insulina y las
enfermedades metabolicas asociadas. Un activador indirecto de esta via es la metformina, reconocido
farmaco antidiabético que actlla como un inhibidor del transporte mitocondrial de electrones y la
sintesis de ATP. Esta forma de activar AMPK genera reacciones adversas tales como acidosis
metabdlica e intolerancia gastrointestinal. Alternativamente, la activacion indirecta de la AMPK puede
ser inducida por desacopladores de la fosforilacion oxidativa, una forma de interferir con la sintesis de
ATP sin inhibir la cadena de transporte electrénico. Los desacopladores presentan una serie de
ventajas respecto a los inhibidores pues protegen contra la generacion de radicales libres, y no estan
sujetos a las limitaciones estructurales de estos; solo dependen de las caracteristicas acidas y las
propiedades fisicoquimicas propicias para la difusion a través de las membranas mitocondriales.
Estos requerimientos quimicos relativamente simples hacen que exista una amplia gama de
compuestos naturales con potencialidades desacopladoras. Por otro lado, los inhibidores incrementan
la generacion de radicales libres y requieren arreglos estructurales especificos para inhibir el flujo de
electrones a nivel de alguno de los componentes de la cadena de transporte electrénico mitocondrial.
En este trabajo revisamos diferentes estudios que reflejan el potencial terapéutico de los
desacopladores de la fosforilacion oxidativa para el tratamiento de la DMT2 y que abren la posibilidad

para el desarrollo de nuevos farmacos con mayor eficacia que la metformina.
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Uncouplers of mitochondrial oxidative phosphorylation,promising alternatives for diabetes
treatment
Abstract

The prevalence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) is increasing worldwide. The disease is
characterized by the combination ofthe insulin resistance and the inability of the 3-cellsfrom pancreas
to sustain an appropriate secretion of insulin.The AMPK is considered a therapeutic key to treatthe
insulin resistance and the associated metabolic diseases. An indirect activator of this signaling
pathway is the drug metformin, well-known antidiabetic drug that inhibits mitochondrial electron
transport and ATP synthesis. This mode of AMPK activation can cause metabolic acidosis and
gastrointestinal intolerance. Indirect activation of the AMPK-mediated cascadecan also be induced by
mitochondrial uncouplers of oxidative phosphorylation, which interfere with ATP homeostasis without
inhibiting mitochondrial electron transport chain.Uncouplers present a series of advantages when
comparing with inhibitors. Theyprotect against the generation of free radicals and do not have
thestructurallimitations of the latter, since their uncoupling properties depend mainlyon
theirphysicochemical properties and abilities to insert/cross mitochondrial membranes.These simple
chemical requirements may justify the occurrence of plethora of natural compounds with uncoupling
potentials. On the other side,the inhibitors may contribute to free radical generation and require
specific structural arrangement to inhibit electrons flow at the mitochondrial electron transport chain
components.Here we revised different studies documenting the therapeutic potential of uncouplers of
oxidative phosphorylation for DMT2 treatment. We also discussed the possibility for the development
of new uncoupler drugs more effective than metformin.

Keywords: uncouplers of oxidative phosphorylation, diabetes, metformin

Introduccion

La diabetes mellitus es una epidemia a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
la Federacién Internacional de Diabetes (IDF) indican que el nimero de pacientes diabéticos en el
mundo se sitda entre 194 y 246 millones, y podria aumentar hasta 380 millones de individuos en
2025.1%* Segun las estadisticas nacionales, en Cuba, la diabetes se encuentra entre las diez
primeras causas de muerte y mas de medio millén de la poblacién padece esta enfermedad.*

Aproximadamente el 95 % de la poblacion diabética padece de diabetes mellitus tipo 2 (DMT2).> La
DMT?2 se caracteriza por una deficiencia mitocondrial y la afectacion del metabolismo de la glucosa y
de los lipidos.®"® Los estudios muestran que las alteraciones mitocondriales estan estrechamente

asociadas con el sedentarismo y composicion de la dieta de los sujetos diabéticos. El ejercicio puede
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revertir la deficiencia mitocondrial, mejorar el metabolismo y aumentar la sensibilidad a la insulina en
los pacientes con DMT2.%*%+

Existen agentes terapéuticos para el tratamiento de la DMT2. La metformina es uno de los mas
empleados, por disminuir los niveles de glucosa en plasma y ser mas potente que otros agentes
orales disponibles en el mercado.’” Sin embargo, ademas de una inadecuada eficacia, este
medicamento provoca acidosis metabdlica e intolerancia gastrointestinal.”****> A la vez, hay una
necesidad urgente de desarrollar nuevas modalidades para el tratamiento de la diabetes y disminuir la
incidencia de esta epidemia mundial.

La inhibicion transitoria de la transduccion de la energia mitocondrial perturba la homeostasis
energética en las células del musculo esquelético y el higado. A la vez, la perturbacién de la
homeostasis energética puede producir efectos de relevancia para el control de la hiperglucemia a
través de la activacion de la proteina quinasa dependiente monofosfato de adenosina, conocida por
sus siglas en inglés como AMPK. La AMPK se considera una clave terapéutica para tratar la
resistencia a la insulina y las enfermedades metabélicas asociadas.'®*’ Un activador indirecto de este
complejo enzimatico es la metformina, pues actia como un inhibidor de la fosforilacion oxidativa
afectando la sintesis de ATP.'® Esta activacién también puede ser inducida por desacopladores
débiles de la fosforilacion oxidativa, una forma menos radical de activar la via y que al mismo tiempo
incrementa el metabolismo mitocondrial.*® Por tanto, en esta revision se discutiran las propiedades de
los desacopladores mitocondriales como alternativa mas eficaz que la metformina para el tratamiento
de la DMT2.

Aspectos fisiopatoldgicos de la DMT2.

La DMT2 es el resultado de la interaccion de factores genéticos y ambientales.”® La susceptibilidad
genética es una de las claves para el desarrollo de la resistencia a la insulina. Se ha descrito en nifios
y adolescentes con familiares diabéticos una disminucién de la sensibilidad a la insulina, lo que
confirma el papel de los factores genéticos en el desarrollo de la resistencia a la insulina.?*?*** No
obstante, la expresion de la DMT2 esta determinada por factores ambientales, entre los que se puede
sefalar la obesidad, la inactividad fisica, los malos habitos alimentarios (aumento de consumo de
alimentos con alta densidad energética y la disminucién del consumo de fibra dietética). Los factores
antes sefalados contribuyen a aumentar la resistencia a la insulina, elemento esencial en la
patogenia de la DMT2.

La DMT?2 se caracteriza por la combinacion de la resistencia a la insulina y la incapacidad de la célula
3 del pancreas de mantener una adecuada secrecion de insulina. La resistencia a la insulina se ha

relacionado con la progresion de la glucemia normal a la intolerancia a la glucosa, y por ultimo a la
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DMT2.%* °El estado de resistencia a la insulina se caracteriza por disminuir la habilidad de la insulina
para estimular la utilizacion periférica de la glucosa (musculo y tejido adiposo) y la supresion en la
produccion y liberacion de la glucosa por el higado.*

La resistencia a la insulina es una anomalia primaria y precoz en la DMT2. En una primera etapa es
compensada por el aumento de la secrecién de insulina, pero con el transcurso del tiempo esta
disminuye y se observa un déficit marcado en la primera fase de la secrecion de insulina en respuesta
al estimulo de la glucosa.* La hiperglucemia crénica afecta gradualmente la funcion de las células R
y origina una mayor resistencia a la insulina e hiperglucemia. Las células 3 pierden su capacidad de
compensacion, lo que deriva en una reduccion de las concentraciones de insulina, a pesar de la
presencia de hiperglucemia. La incapacidad de las células B para seguir secretando insulina es el
elemento que subyace a la transicién entre la resistencia insulina y la DMT2.?° Este proceso pudiera
ser reversible, pues se ha observado que cuando se logra un buen control glucémico, mejora tanto la

secrecion de insulina como su sensibilidad.
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Figura 1. Fisiopatologia de la DMT2
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La metformina es un medicamento antidiabético que disminuye la hiperglucemia a través efectos
similares a la insulina. A la vez, aumenta la sensibilidad de la misma en el tejido muscular y en el
higado.?**"*Estos efectos, pueden atribuirse a la activacion de la AMPK. * La AMPK es un complejo
qgue se activa con el incremento en la relacion AMP/ATP, por lo que se considera un sensor de la
energia celular que contribuye a regular el balance energético y la ingestacalérica.'®En respuesta a
una perturbacion de la homeostasis energética, se desencadenan mecanismos correctores agudos
que incluyen la reduccion del gasto de energia no esencial, y el aumento de la produccién de energia
a través de la estimulacién de captacion y oxidacion del sustrato. Asi como, a nivel de la expresion
génica para la proteccion de efectos homeostaticos contra perturbaciones futuras, incluyendo el
aumento de la capacidad de captacién de sustrato y de la capacidad oxidativa. *

La metformina no estimula directamente la AMPK. Interfiere en la homeostasis energética a través de
la limitacion de la fosforilacion oxidativa mediante la inhibicion del complejo | de la cadena de
transporte de electrones, que afecta la sintesis de ATP.?**2Cuando la tasa méaxima de re-sintesis de
ATP se hace insuficiente para satisfacer la demanda celular, entonces disminuye la concentracion
total de ATP, elimindndose de este modo la inhibicién intrinseca que este ejerce sobre la activacion
de la AMPK. La activacion indirecta de la AMPK de manera similar puede ser inducida por otros

inhibidores del complejo 1,33

asi como por la inhibicion de fosforilacion oxidativa en varios sitios
intermedios del complejo 1.%%% Sin embargo, la complicacién principal asociada con este
mecanismo es la acidosis metabdlica, resultante de una mayor dependencia del metabolismo
anaerobio. >4
Propiedades de los desacopladores de la fosforilacion oxidativa

Alternativamente, la activacién indirecta de la AMPK puede ser inducida por el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa. **Teniendo en cuenta que el desacoplamiento mitocondrial parcial puede ser
bien tolerado por las células de los mamiferos.®°

Conforme a la teoria quimiosmética de la fosforilacién oxidativa,”® los complejos I, lll y IV actGan
como bombas de protones que crean un gradiente de protones(H*) a través de la membrana interna
mitocondrial. La fuerza motriz de protones generada, impulsa la sintesis de ATP conforme los
protones fluyen de regreso hacia la matriz por medio de la enzima F;FoATP sintasa (Figura 2A). Los
desacopladores colapsan el gradiente de protones al permitir el paso de los H* hacia la matriz sin
transitar por la ATP sintasa. De esta forma se desacopla el flujo de electrones a través de los
complejos respiratorios, de la sintesis de ATP (Figura 2B). Esta disminucion en la eficiencia

metabdlica, reduce la capacidad de sintesis de ATP.
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Figura 2B. Accion de los desacopladores de la fosforilacién oxidativa

El desacoplamiento puede ser la hipotesis para perturbar la homeostasis energética, sin provocar el
estrés metabdlico que se manifiesta con la inhibicién del transporte de electrones.*® De hecho,
cualquier incremento en la fuga de protones a través de la membrana mitocondrial interna se
compensa con el aumento de flujo a través del transporte de electrones, a fin de proteger o
compensar la fuerza motriz de protones. El incremento del flujo de electrones y todas las reacciones
del ciclo de Krebs y anapleréticas que lo respaldan, no se traduce en un aumento de la re-sintesis
ATP, lo que representa un gasto neto de energia. Tal aumento en el consumo de ATP con una
limitada capacidad de re-sintesis se puede esperar que resulte en un aumento de la produccion de
AMP, via adenilato quinasa, y de esta forma se puede activarla AMPK aun sin disminuciones

marcadas en los niveles de ATP. Esta potencial distincién se puede explotar para minimizar el riesgo
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de complicaciones metabolicas asociadas a la inhibicion.*°Esto puede ser de particular importancia en
el musculo esquelético. Debido a que la capacidad maxima oxidativa en este tejido es mucho mayor
que la necesaria para satisfacer la demanda energética basal, afectar la homeostasis energética (y
por tanto mejorar la sensibilidad a la insulina via activacion de la via AMPK) via inhibicién puede ser
mas dificil que en otros tipos de células.*® La baja eficacia de la metformina en el masculo esquelético
en relacién con el higado apoya esta nocion.**. Los desacopladores podrian ser mas efectivos en
este tipo de tejido. Otra ventaja que presenta el desacoplamiento sobre la inhibicién es que el
aumento del flujo de electrones a través de la cadena de transporte estimulado por desacoplamiento,

protege contra la generacion de radicales libres asociada con bajo flujo y alto potencial de membrana

4243 44,45

mitocondria una condicién que, junto con la acumulacién intracelular de lipidos,”*’puede causar

resistencia a la insulina.**.

De hecho, el desacoplamiento es un importante mecanismo para
controlar el estrés oxidativo, regulado fisiolégicamente por un grupo de proteinas de desacopladoras
(uncoupling proteinns_UCPs, en inglés).*’Es casi una regularidad para algunas formas de inhibicion
del transporte de electrones, el incremento en la generacién/acumulacién de radicales libres.*
Finalmente, mientras que un inhibidor debe interactuar directamente con un componente especifico
de la fosforilacion oxidativa, los desacopladores, en su forma mas simple, son pequefios compuestos
lipofilicos que ciclicamente trasladan protones a través de la membrana interna mitocondrial, sin
interactuar con las proteinas integrales de la membrana. °*° Por lo tanto, mientras que la actividad
inhibidora requiere una estructura tridimensional especifica, la actividad de desacoplamiento no esta
sujeta a las limitaciones estructurales de tipo llave - cerradura. El desacoplamiento depende, en lugar
de sélo una combinacién apropiada, de las caracteristicas acidas y de las propiedades fisicoquimicas
que favorezcan la difusion transmembrana.®® Esto se traduce en un amplio espacio quimico y una
gran flexibilidad para el disefio de farmacos. La naturaleza puede avalar este razonamiento, al
presentarnos una amplia gama de potenciales desacopladores versus un limitado numero de
inhibidores.
Estudios de desacopladores en el tratamiento de diabetes.

El desacoplador quimico mitocondrial mas conocido es 2,4-dinitrofenol (DNP). Fue un farmaco
aprobado para el tratamiento de la obesidad en 1930.°° Aumenta la tasa metabdlica en los seres
humanos, lo que lleva a la pérdida efectiva de grasa corporal. No obstante, el DNP tiene un indice
terapéutico estrecho debido a la hipertermia en dosis altas, y fue retirado del mercado. El efecto
potencial de DNP para el tratamiento de diabetes tipo 2 en los seres humanos no se investigd
adecuadamente en el momento. Sin embargo, se ha demostrado que un derivado del DNP dirigido al
higado, promueve la oxidacion de la grasa hepética, reduce la esteatosis en este érgano, y la

resistencia a la insulina en ratas diabéticas alimentadas con una dieta alta en grasas; todo esto con

7
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un incremento de 50 veces en el indice terapéutico en comparacion con DNP.>'En otro estudio se
evalud la capacidad de once compuestos fendlicos, de origen natural con actividad desacopladora,
para mejorar la captacion de glucosa en células diferenciadas del musculo esquelético y la supresion
de actividad de la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en hepatocitos. El efecto de la buteina 4 '
hidroxichalcona en la captacion basal de glucosa fue 6 veces mejor que la metformina. Ademas
cuatro 4'-hidroxichalconoides suprimieron la actividad de G6Pasa en los hepatocitos, con mayor
eficacia que la metformina.*Otra sustancia con un potencial anti-diabético es el fenetil éster del acido
cafeico (Caffeic acid phenethyl ester, CAPE por las siglas en inglés). Se ha demostrado que el CAPE
estimula la captacion de glucosa en células diferenciadas del musculo esquelético a través de la
activacion indirecta de la AMPK, debido a su actividad desacopladora. ***Celik y col. evaluaron la
actividad hipoglucemiante y hepatoprotectora del CAPE en ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina (STZ). El CAPE aumentd el nivel de glucdgeno hepatico y duplicé el nivel de insulina
en plasma. También disminuy6 significativamente los niveles en sangre de glucosa, alanina
aminotransferasa, colesterol, y triglicéridos en ayunas inducidos por la diabetes.>*Por otra parte, el
potencial terapéutico del CAPE es compensado por su alto potencial toxico. En el afio 2010, Eid y col.
analizaron veinte compuestos activos de origen natural derivados del acido cafeico, para evaluar su
relacion de actividad-toxicidad, y dilucidar su relacién estructura-actividad. Ademas del CAPE, cuatro
de ellos mostraron una fuerte actividad desacopladora en mitocondrias aisladas de higado de rata y
estimularon la captacion de glucosa en células muscularesC2C12. Se reporté que para lograr dicha
actividad se requiere que la estructura del acido cafeico permanezca intacta y que el compuesto no
contenga un grupo fuertemente ionizado. Ademas se encontré que la actividad y la toxicidad estaban
bien correlacionadas con la lipofilia predicha. Sin embargo, dos compuestos exhibieron poca
toxicidad, mientras la estimulacion de la captacion de glucosa fue de 65-72%.

Niclosamida es un medicamento antihelmintico aprobado por la FDA,*°que desacopla las

mitocondrias de gusanos parasitos,>®*’

con un excelente perfil de seguridad, y poca toxicidad para los
seres humanos.*®*°Un estudio reciente demostr6é que la niclosamida etanolamina (NEN), una forma
de sal de la niclosamida, desacopla las mitocondrias de mamiferos con una potencia moderada. La
NEN, aumenta el gasto energético y la oxidacién de lipidos, y mejora dramaticamente la esteatosis
hepéatica. Es eficaz en la prevencion y el tratamiento de sintomas de la diabetes desarrollados en los
ratones obesos inducidos por una dieta alta en grasas. También es eficiente en el tratamiento de la
hiperglucemia en los ratones db / db, ralentiza la progresion de la enfermedad, y reduce los niveles de
HbA1C glicosilada en méas de 20%. Por otra parte, la NEN no eleva la temperatura corporal. Tampoco
presenta riesgos de acidosis metabdlica, ya que reduce los niveles de lactato en plasma en ratones

tratados con NEN.%°
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Nuestro grupo ha descubierto un grupo de moléculas presentes en el propéleo marrén cubano con
potentes propiedades desacopladoras. La nemorosona, la clusianonay el propio propéleo desacoplan
por mecanismos protonoforicos® %%, mientras que la gutiferona-A lo hace mediante una
permeabilizacion directa de las membranas del organelo®. En estos momentos centramos nuestra
atencion en la nemorosona por su potencia desacopladora (actia en un rango de concentracion
nanomolar), es el componente mayoritario del prop6leo marrén (tipo de prop6leo més abundante en
Cuba) y su relativa facilidad de obtencién. Estudios aun sin publicar han mostrado una efectividad
desacopladora en musculo, superior al DNP a dosis de 1 mg/kg de peso (via ip., administrado durante
15 dias), un incremento en el gasto metabdlico (VO,/VCO,) y una reduccion marcada del peso
corporal en ratones obesos. Todos son indicios de potenciales efectos metabdlicos beneficiosos,
incluido el posible efecto sensibilizador a la insulina, que en la actualidad intentamos demostrar.

Estos resultados preclinicos reflejan el potencial terapéutico que presentan los desacopladores de la
fosforilacion oxidativa para el tratamiento de la DMT2 y otras enfermedades metabdlicas. Sin
embargo, el éxito de los desacopladores queda aun por demostrarse en las fases clinicas. Considerar
a la mitocondria como un importante blanco farmacoldgico para combatir la diabetes le abre las
puertas a todos aquellos compuestos mito-activos y en particular a los desacopladores de origen
natural para su escrutinio cientifico como moduladores del metabolismo energético y potenciales
agentes anti-diabéticos.
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