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Introduccion

Tal como indica Lebovitz en un reciente articu-
lo, la investigacidn clinica y béasica scbre hipo-
glucemiantes orales se ha intensificado marca-
damente desde 1980 hasta nuestros dias. Entre
las causas que este autor destaca figuran: a) el
mejor conocimiento de la regulacién del meta-
bolismo de la glucosa y del mecanismo de ac-
cion de la insuiina; b} los avances realizados en
la comprensién de la fisiopatologia de la diabe-
tes mellitus, y ¢) los progresos recientes en la
farmacologia de la sulfonilureas.

Las sulfonilureas forman una de las familias
de hipoglucemiantes crales, ampliamente utili-
zados en el tfratamiento de la diabetes mellitus
tipo 1l o diabetes de la madurez. El efecto hipo-
glucemiante de estos farmacos fue descubier-
to casualmente por Janbon et al2 durante la
Segunda Guerra Mundial, al abservar cuadros
de hipoglucemia en pacientes tifaideos tratados
con cierta sulfonamida modificada. Experimen-
tos llevados a cabo por Loubatiéres en ani-
males permitieron establecer que la accién hi-
poglucemiante de la sulfonamida modificada
tenia lugar por estimulacidn de la secrecién de
insulina3,

La primera sulfonilurea utilizada en la clinica
fue la carbutamida, en realidad un agente anti-
microbiano bastante téxico que cayd pronto en
desuso. En la década de los afnos cincuenta apa-
rece ta tolbutamida, sulfonilurea de uso muy ex-
tendido y con frecuencia empleada como mo-
deio y referencia en estudios sobre las acciones
metabdlicas de estos fArmacos.

*Este trabajo ha sido realizado con Ayudas del Fondo de {r-
vestigaciones Sanitarias de la Seguridad Sccial, Instituto Ne-
cional de la Salud, y de la Comision Asesora para la Investi-
gacion Cientffica y Técnica.

La estructura guimica general de estos hipo-
glucemiantes orales se muestra en la figura 1.
Son arilsulfonilureas con substituciones en los
grupos benceno y urea. Sin entrar en detalles
estructurales, en una primera generacion de es-
tos farmacos podemos incluir a la tolbutamida,
clorpropamida, tolazamida y acetohexamida.
Posteriormente se desarrollaron 1as ilamadas sul-
fonilureas de la segunda generacidn, caracteri-
zadas por poseer en su estructura substituyen-
te mas lipofflicos que dan-a la molécula original
una mayor potencia hipoglucemiante. En este
grupo podemos incluir a la glibenclamida, gli-
picida y glibornurida, entre otras.

Si bien est4 fuera de toda duda que la accidn
hipoglucemiante de las sulfonilureas tras su ad-
ministracion aguda tiene lugar por la liberacién
de la insulina preformada presente en las célu-
las beta del pancreas?, el mecanismo de la ac-
cidn hipoglucemiante en los tratamientos cré-
nicos es todavia motivo de controversia®6,
Numerosos estudios han demostrado que en los
pacientes diabéticos tratados con sulfonilureas
durante semanas ¢ meses, en muchas ocasio-
nes la mejorfa en la glucemia no se acompafia
de un aumento de la concentracién de la insu-
lina circulante. Ellc parece indicar que la accién
hipoglucemiante de las sulfonilureas en los tra-
tamientos crénicos tienen que ver con acciones
extrapancreaticas de estos farmacos, ejercidas
sobre el higado o los tejidos periféricos’®,

Ry S0p-NH-CO-NH=-R»

L

fig. 1. Estructura quimica general de las sulfonilureas.
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Fig. 2. Posibles mecanismos generales de accion de
las sulfonilureas a nivel extrapancreatico.

Una aproximacion esquematica a este proble-
ma se muestra en la figura 2. La glucemia en
un momento determinado es el resultado de la
produccién hepética de glucosa y del consumo
de la misma en los tejidos periféricos (musculo
y tejido adiposo, fundamentalmente). Dos po-
sibles mecanismos podrian explicar la disminu-
cién de la glucemia llevada a cabo por las sul-
fonilureas actuando a nivel extrapancredtico: por
accion directa de las sulfonilureas, disminu-
yendo la produccidn hepética de glucosa y/o
aumentando su consumo a nivel periférico,
mientras que el mecanismo de accién apunta-
do por los autores esta relacionado con la po-
tenciacion de la accion de la insulina'®12, Es
bien sabido que esta hormona bloguea a nivel
hepético la produccidn de glucosa, y que a ni-
vel de tejidos periféricos estimula, en general,
el consumo de este azlcar. En la literatura se
pueden encontrar evidencias experimentales y
clinicas que apoyan cada uno de los dos meca-
nismos generales de accion propuestos.

En cuanto al modo por el cual las sulfonilu-
reas ejercen su efecto potenciador de la accién
de la insulina, pueden distinguirse dos corrien-
tes de opinidn. Hace unos arios, gand gran acep-
tacidn la hipotesis que localizaba el mecanismo
potenciador en el receptor de la insulinal®14, £l
tratamiento con sulfonilureas de pacientes con
diabetes tipo Il provoca en muchos casos un
aumento de la sensibilidad a la insulina, gue se
relaciond con un aumento del ndrero de recep-
tores para esta hormona, en estudios llevado a
cabo en monocitos circulantes’ ¢ en fibroblas-
tos!®, Sin embargo, resultados discrepantes
aparecidos en la literatura hicieron que esta hi-
pétesis perdiera aceptacién.

La otra hipétesis, gue es hoy mayoritariamen-
te compartida, sitia el efecto potenciador de
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las sulfonilureas sobre la accion de la insulina
al nivel dencminado postreceptor, es decir, afec-
tando el metabolismo hepatico o de los tejidos
periféricos, de tal modo que la accién de la in-
sulina sobre estos tejidos estd marcadamente
reforzadais1s,

Con todo, un paso importante en el conoci-
miento del modo por el cual las sulfonilureas me-
joran los niveles de glucemia en los tratamien-
tos crénicos, ha venido dado por la aplicacién
de técnicas isotdpicas que permiten medir si-
multdneamente en pacientes diabéticos trata-
aos con estos farmacos la produccién hepatica
de glucosa y su consumo por los tejidos pe-
riféricos. Los resultados de De Fronzo y Simon-
soni? indican que las sulfonilureas mejoran la
tolerancia a la glucosa en los tratamientos cro-
nicos por disminucién de la produccion de glu-
cosa en el higado.

Sin embargo, esté por determinar ef meca-
nismo por el cual las sulfonilureas reducen la
formacién de glucosa en el higado. Basandonos
en una serie de evidencias indirectas, hace unos
afos Nos propusimos en nuestro laboratorio exa-
minar la influencia de las sulfonilureas sobre los
niveles hepéticos de fructosa 2,6-bisfosfato
(F-2,6-P,). Mencionaremas que el F-2,6-P, es
un nueve Metabolito regulagor descubierto en
1980 por Hers et al en Bruselas, y que parece
jugar un pape! muy relevante en el control de
los flujos metabdlicos glucolitico y gluconeogé-
nico en el higado?2! Este metabolito, cuya
concentracién hepatica se sitlia entre 2 y 20 uM,
constituye el mas potente activador conocido de
la 6-fosfofructo 1-cinasa y es ademas un inhibi-
dor alostérico de la fructosa 1,6-bifosfatasa?223,
La concentracién hepética de F-2,6-P, esta
bajo control hormonal42.23, habiéndose estable-
cido una estrecha relacién directa entre los ni-
veles de este metabolito regulador y la veloci-
dad de! flujo glucolitico en diferentes tejidos,
incluido el higado. Asi mismo, en este drgano,
niveles elevados de F-2,6-P, se corresponden
en general con una disminucion del flujo gluco-
necgeénico, y viceversa.

Material y métodos

Nuestros estudios se realizaron en prepara-
cicnes de hepatocitos aislados de rata, obteni-
dos por perfusién del higado con colagenasa<4.

Los hepatocitos asi obtenidos se incubaron en
medio Krebs-Henseleit en presencia de glucosa
10 mM, a 37 °C, con agitacion {100 golpes/
min) y en ambiente de carbdgenc (95 % 0s y
5 % COy). Las sulfonilureas, a concentracio-
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Fig. 3. Curso en el tiempo dél efecto de fa tolbutami-
da (I mM) sobre los niveles de F-2.6-P2 en hepato-
citos aislados de rata. Las células fueron preincuba-
das en medio Krebs-Henseleit en presenicia de glucosa
(10 mM), antes de adicionarles salino (O) o tolbuta-
mida (@®). Los valores son la media * EEM de tres
experimentos. Los asteriscos representan diferencias
estadfsticamente significativas (test de la f de Student)
entre los hepatocitos control y los incubados con tol-
butamida (*p<0,05;, **p<0,01).

nes situadas en el rango de las detectadas en
pacientes tratados crénicamente con estos
férmacos?s, se afadieron directamente a la
suspensién de hepatocitos. La gluconeogénesis
se midid por fa conversién de piruvato (U-14C)
en glucosaZ®. La concentracién celular de F-
2,6-P, se estimd seglin métodos enzimaticos
habituales?’.

Resultados

Tal come muestra la figura 3, la presencia de
tolbutamida (1 mM) en el medio de incubacidn
provocd a los pocos minutos un aumento pro-
gresivo de los niveles de F-2,6-P;, desde un va-
tor de 14,6 + 1,3 nmel/g de células a tiempo O
min hasta valgres de 18,0 0,58 nmol/g de
células tras 16 min de incubacidn (p<0,05;
n=4 experimentos). En este momento de la in-
cubacion, la concentracion de F-2,6-Pz en los
hepatocitos tratados con tolbutamida fue un
45 % mas elevada que la medida en los hepa-
tocitos control.

La acumulacién de F-2,6-P,» en los hepato-
citos causada por la tolbutamida fue depen-
diente de la concentracidn de sulfonilurea

Fig. 4. Efecto de diferentes concentraciones de tol-
butamida sobre la gluconecgénesis basal y sobre los
niveles de F-2,6-P» en hepatocitos aislados de rata.
Las céiulas fueron incubadas durante 30 minutos en
medio Krebs-Henseleit con glucosa 10 mM, en ausen-
cia 0 en presencia de las concentraciones indicadas
de suffonilurea. Al cabo de este tiempo, el precursor
gluconeogénico piruvato (U-19C) (2 mM) fue anadido
al medio de incubacion; 10 minutos mds tarde, se to-
maron alicuotas de la suspensidn de células para va-
forar en eflas el F-2,6-P2. La gluconeogénesis se ex-
presa en micromoles de piruvato (U-14C) convertidos
en glucosa g de células y en 20 minutos. Los valores
son la media + EEM de 4 experimentos. Los asteris-
cos representan diferencias estadisticamente signifi-
cativas (test de la t de Student) entre los hepatocitos
incubados en ausencia y en presencia de sulffonilu-
rea (*p<0,05, **p<0,01).

empleada. En la figura 4 puede observarse
coémo una concentracion de tolbutamida de
0,2 mM ya provocé un pequeho pero estadisti-
camente significativo aumento de la concentra-
cién de F-2,6-P, en relacién con los niveles de
este metabolito medidos en hepatocitos incuba-
dos en ausencia de sulfonilurea (11,66 + 1,28
versus 9,45 + 1,16 nmol/g de células; n=4 ex-
perimentos; p<0,05). En la misma figura 4 se
muestra cémo simultdneamente con el incre-
mento de los niveles de F-2,6-P,, con tolbuta-
mida 0,5 mM, concentracién situada en el in-
tervalo de los valores detectados en el plasma
de pacientes diabéticos tratados crénicamente
con este farmaco?s, la gluconeogénesis basal
fue inhibida en un 35 % (0,77 + 0,05 versus
1,18 +0,13 umol de piruvato (U-14C) converti-
dos en glucosa/g de células x 20 minutos; n=4
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Fig. 5. Efecto de diferentes concentraciones de tol-
butamida sobre la gluconeogénesis estimulada por
una concentracion subdptima de giucagon (0,3 nM)
(A) y sobre fos niveles de F-2,6-P2 (B), en hepatoci-
tos aislados de rata incubados en ausencia (circulos)
¢ en presencia (tridngulos, de insulina 1 nM. Las cé-
lulas se aistaron de ratas normalmente alimentadas
y fueron incubadas en medio Krebs-Henselejt con glu-
cosa 10 mM durante 30 minutos. Al cabo de este tiem-
po, el glucagén y el precursor gluconeogénico, asi
como Ia tolbutamida o el salino, fueron afiadides a la
suspension de células. Cuando la insulina estuvo pre-
sente en la incubacion, ésta se afiadio 3 minutos an-
tes que el glucagon. Los valores son la media + EEM
de 5 experimentos. Los asteriscos representan dife-
rencias estadisticamente significativas entre fos hepa-
tocitos incubados en ausencia y en presencia de in-
sufina ("p<0,05; *"p<0,01). La gluconeogénesis se
expresa en micromoles de piruvato (U-19C) converti-
dos en glucosa/g de células por 20 minutos.
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experimentos; p<0,01). Ademas en esta serie
de experimentos se pudo establecer una estre-
cha relacién inversa entre la concentracion de
F-2,6-P2 en los hepatocitos y la velocidad del
flujo gluconeogénico (r=0,953; n=4 experimen-
tos; p<0,01).

Tai como se ha mencionado, las sulfoniiureas
pueden también afectar el metabolismo hepé-
tico de {a glucosa potenciando Ia accidn de la
insulinalt12, £n este sentido, estudiamos el
efecto combinado de la insulina y de |a tolbuta-
mida tanto sobre l0s niveles de F-2,6-P» coma
sobre el flujo gluconeogénico, en hepatocitos in-
cubados con una concentracion subdptima de
glucagén (0,3 nM). Es bien conocida la capaci-
dad de la insulina para antagonizar los efectos
metabdlicos de concentraciones subdptimas de
glucagone,

En la figura 5A se muestra c6mo concentra-
ciones crecientes de tolbutamida provocan la
progresiva inhibicién del flujo gluconeogénico en
los hepatocitos tratados con glucagdn. Asi mis-
mo, esta sulfonilurea fue capaz de potenciar la
conocida accién inhibidora de la insulina sobre
la gluconeogénesis estimulada por esta hormo-
na hiperglucemiante.

En justa correspondencia con los datos pu-
blicados en la literatura223, |os niveles de F-
2,6-P» medidos en los hepatocitos tratados con
glucagdn muestran una marcada disminucion
{fig. 5B). Sin embargo, la presencia de tolbuta-
mida en el medio de incubacién, simultdnea-
mente con su efecto inhibidor de la gluconeo-
génesis, incrementd los niveles celulares de
F-2,6-P3, muy disminuidos por efecto de esta
hormona. La tolbutamida potencid también la
accion de la insulina incrementando los niveles
celulares de este metabolito regulador (fig. 5B),
ya que la presencia conjunta de insulina y tol-
butamida en el medio de incubacion provocd
un mayor aumento de los niveles de F-2,6-P»
en los hepatocitos que cuando actuaron cada
uno de estos agentes por separado.

Comentario

Como ya hemos indicado, estudios ilevados
a cabo tanto in vivol81® como in vitro’ 2 han
demastrado que las sulfonilureas pueden dis-
minuir la produccién hepatica de glucosa por
accién directa sobre el higado. Ademas, exis-
ten evidencias de que estos farmacos pueden
potenciar la accién de la insulina sobre el
metabolismo de la giucosa en diferentes teji-
dos®17.18, Sin embargo, el mecanismo por el
cual las sulfonilureas ejercen sus acciones me-
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tabdlicas en tejidos extrapancreaticos es toda-
via motivo de controversialb,

Recientemente, resultados obtenidos por
nuestro grupo?’.2% y también en el laboratorio
de Kaneko323! han mostrado cémo las sulfoni-
lureas pueden incrementar los niveles de F-2,6-
P», respectivamente, en hepatocitos aislados
de rata'y en preparaciones de higado perfundi-
do. De acuerdo con el papel relevante de este
metabolito en el control de los flujos glucolitico
y gluconeogénico en el higado, el aumento de
los niveles de F-2,6-P, causado por las sulfo-
nilureas se acompafa de una aceleracién de la
produccién de lactato, asi como de una inhibi-
cion de la gluconeogénesis hepética, tal como
se ha mostrado en este trabajo. Hay que afa-
dir que resultados semejantes se han obtenido
con hepatocitos aislados de ratas diabéticas por
tratamiento con aloxana o estreptozotocina?e,

Asi pues, si el mecanismo de accién aqui des-
crito fuese operativo in vivo en el animal diabé-
tico podria dar cuenta tanto de los efectos di-
rectos de las sulfonilureas disminuyendo la
produccién hepética de glucosa, como de la ac-
cién potenciadora de la insulina ejercida por es-
tos farmacos a nivel hepatico. De esta forma,
las sulfonilureas podrfan ejercer su accién hi-
poglucemiante en los tratamientos crénicos in-
dependientemente de su accidn a nivel pan-
credtico,

Evidentemente, guedan todavia muchas in-
cbgnitas por resolver acerca de la accion de las
sulfonilureas a nivel extrapancreédtico. Una de
ellas es sin duda saber cémo las sulfonilureas
incrementan los niveles hepéticos de F-2,6-Po.
Uno de los aspectos de las acciones de estos
farmacos estd siendo actualmente investigado
en nuestro laboratorio.
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JV. CasTELL: Tengo una pregunta inmediata a
hacer. No sé si lo ha mencionado pero creo
entender que este tipo de respuesta se ha ob-
tenido con hepatocitos nomales. ;Es asi?

J.E. FELIU: Si, y también con hepatocitos oote-
nidos de ratas diabéticas.

L. AGUILERA: ;Y cdmo responden los hepatoci-
tos de ratas diabéticas? ;jmejor?, ;peor?, ide
forma similar?, jes reproducible?

J.E. FEULU: Es reproducible en tanto no exista
acetosis. En hepatocitos obtenidos de ratas
diabéticas sin cetoslis, existe un aumento de
la concentracidn de fructosa 2,6-bifosfato pa-
tente y reproducible por la accién de las sul-
fonilureas. Légicamente los resultados aquf
presentados se refieren a estudios llevados a
cabo con hepatocitos aislados mantenidos en
suspensién, pero ;qué ocurre en hepatocitos
cultivados cuando se exponen a las sulfonilu-
reas durante varios dias?

Lo que hemos visto en células aisladas, pue-
de ocurrir también en el animal con diabetes
inducida con estreptotocina y en pacientes tra-
tados con sulfonilureas.

J. BiGoRrA: Me ha parecido entender que la
teoria de los receptores estaba en descredito;
sin embargo, hay también datos gue la apo-
yan. Mi pregunta seria si ambas teorias son
combinables o mejor dicho si vislumbra usted
la posibilidad de gue sean combinables.

J.E. FELU: Exactamente. Ese es un punto muy
interesante. Se sabe gue las sulfonilureas no
aumentan la insulinogénesis, segln se ha de-
mostrado en animales tratados con estos far-
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macos, y en cultivos de células betapancrea-
ticas. Es decir, [a cantidad de insulina que sin-
tetiza el pancreas de un animal no aumenta
al tratarlo durante semanas con sulfonilureas,
sino que la insulinogénesis incluso puede dis-
minuir. En los estudios encaminados a evaluar
la influencia de las sulfonilureas sobre el nd-
mero de receptores de insulina en los mono-
citos circulantes de pacientes tratados con es-
tos farmacos, es importante tener en cuenta
la insulinemia previa al tratamiento, que en ge-
neral estd normal o elevada en el paciente con
diabetes tipo i, que suele presentar resistan-
cia a la insulina. Asi, en el caso de existir hi-
perinsulinemia habré una disminucién del nd-
mero de receptores de insulina en los tejidos
diana por un fenémeno de down regulation.
Por tanto, tras un tratamiento crénico con sul-
fonilureas gue provocara una disminucion de
la insulinogénesis y de la insulinemia, serfa
pues de esperar un aumento del nimero de
receptores en las células de los tejidos perifé-
ricos 0 un fendmeno de up regulation. Ade-
maés, hemos de considerar el hecho demos-
trado de que el tratamiento con sulfonilureas
disminuye la resistencia a la insulina del higa-
do y tejidos periféricos por un mecanismo si-
tuado a nivel postreceptor, es decir, modifican-
do de alguna forma el metabolismo celular,
con la gue los requerimientos de insulina dis-
minuyen. De este modo se provocaria también
un descenso de la insulinemia, 10 que en con-
secuencia aumentarfa el nimero de recepto-
res de insulina en los tejidos diana.



INVESTIGACION BASICA Y MEDICINA CLINICA

J. GoNzALEZ DE Dios: Es curioso observar cémo
en pocos afnos se ha pasado de atribuir todos
jos efectos al funcionalismo de la célula beta,
después se centraron en ei papel de los re-
ceptores periféricos y actualmente se habla de
los efectos a nivel hepatico. Recuerdo que
hace algtn tiempo se hablaba de la diabetes
asociada a los distintos tipos de acantosis
nigricans de una forma bastante esquemati-
zada en cuanto al nivel etiolégico de la pato-
logia, ya fuera prerreceptor, receptor o pos-
treceptor. Quisiera preguntar al Dr. Feliu qué
gueda hoy dia de estas teorfas.

J.E. FELIU: Como pasa en todas las ramas de
la ciencia, y el estudio de la diabetes no es
una excepcion, existen corrientes de opinién
que van modificandose en funcién de los da-
tos experimentales, es decir, cualquier des-
cubrimiento nuevo pretende justificar todo lo
anterior.

La causa de la diabetes que aparece aso-
ciada a la acantosis nigricans tipo A o tipo B
es todavia motivo de estudio. Hay datos que
apoyan la posibilidad de que en estos sindro-
mes complejos exista una disminucién del nd-
mero de receptores. En otros casos lo que dis-

minuye es la afinidad del receptor, y en otros
no se afecta ninguno de ambos aspectos; en-
tonces lo que se postula es que la lesion est
en la generacion de la sefial por el receptor.
Se sabe que el receptor tiene una capacidad
autofosforilante, y parece ser en que algunos
casos de diabetes por acantosis nigricans tipo
B, ni et nmero ni la afinidad de los recepto-
res ha cambiado, lo que ocurre es que el re-
ceptor ha perdido la capacidad autofosforilan-
te. Si ésta es la causa de la diabetes o de la
falta de respuesta a la insulina, es algo que
estd todavia en estudio. Ademds, y esto es
muy reciente, en los tltimos meses Shaltiel,
en EE.UU., y José M.? Mato en Espafa han
descrito un probable oligosacéarido que se ge-
nera por tratamiento de células con insulina
y que es capaz de simular las acciones de la
misma. Este oligosacarido podria ser, y esto
es solo hipotético, ese segundo mensajero de
la insulina cuya busqueda ha ocupado a un
gran nimero de investigadores durante mu-
chos anos. Entonces puede légicamente ha-
ber diabetes por falta de generacién del se-
gundo mensajero, Este sigue siendo un tema
abierto a la investigacion.
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