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RESUMEN

INTRODUCCION: la hiperglucemia es considerada hoy como un factor patogénico
fundamental del desarrollo de las complicaciones neurovasculares diabéticas vy,
especificamente, desempefia un papel preponderante en el fendmeno de la
glucosilacién no enzimatica y la formacién de productos finales de la glucosilacion
avanzada.

OBJETIVOS: describir los mecanismos de la formacion de los productos finales de
la glucosilacion avanzada y su relacién con las complicaciones de la diabetes
mellitus.

DESARROLLO: los productos finales de la glucosilacion avanzada se producen por
la reaccién no enzimatica de la glucosa y otros derivados glucados (glioxal,
metilglioxal y 3-desoxiglucosona) con grupos amino de proteinas de larga vida. La
glucosilacién altera la estructura, las propiedades fisico-quimicas y la funcion de las
proteinas intracelulares y extracelulares. En la membrana basal de los pequefios
vasos se produce un engrosamiento y una distorsion de su estructura, que ocasiona
pérdida de la elasticidad de la pared vascular y una permeabilidad anormal de esta
a las proteinas (disfuncion endotelial), asi como aumento de la génesis de especies
reactivas del oxigeno. La unidn de productos finales de la glucosilacion avanzada a
sus receptores de membrana favorece la produccién citoquinas y factores de
crecimiento por los macrofagos y células mesangiales. Todo lo anterior favorece al
desarrollo de aterosclerosis.

CONCLUSIONES: los productos finales de la glucosilacién avanzada desempenan
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un importante papel en el desarrollo de las complicaciones microvasculares y
macrovasculares en el diabético. El control metabdlico estricto de la glucemia y, en
la actualidad, la terapéutica farmacoldgica con agentes que inhiben la formacion de
productos finales de la glucosilacion avanzada o tienen accion antioxidante,
constituyen alternativas terapéuticas para la prevencion y solucién del problema de
las complicaciones crénicas de la diabetes mellitus.

Palabras clave: glucosilacion no enzimatica, diabetes mellitus, complicaciones
cronicas.

ABSTRACT

INTRODUCTION: hyperglycemia is nowadays considered as a fundamental
pathogenic factor for development of diabetic neurovascular complications and,
specifically, plays a prevailing role in phenomenon of non-enzymatic glycosylation
and the formation of end-products of advanced glycosylation.

OBJECTIVES: to describe the mechanisms of end-products of advanced
glycosylation and its relation to complications of diabetes mellitus.
DEVELOPMENT: the above mentioned end-products are produced by the non-
enzymatic reaction of glucose and other derivatives including glioxal, methylglioxal
and 3-desoxiblucosone with amines groups of long-life proteins. The glycosylation
changes the structure, the physical-chemical properties and the function of
intracellular and extracellular proteins. In basal membrane of small vessels it is
produced a thickening and a structure distortion provoking the elasticity of the
vascular wall and its abnormal permeability to proteins (endothelial dysfunction), as
well as an increase of genesis of oxygen-reactive species. The link of end-products
of advanced glycosylation with its membrane receptors favor the production of
cytokines and growth factors by macrophages and mesangial cells. All above
mentioned favor the development of atherosclerosis.

CONCLUSIONS: the end-products of advanced glycosylation play a significant role
in the development of microvascular and macrovascular complications in the
diabetic patient. The strict metabolic control of glycemia and at present time, the
pharmacologic therapeutics including agents inhibiting the formation of end-
products of the advanced glycosylation have antioxidant action or are therapeutical
alternatives for prevention and solution of the problem related to chronic
complications of diabetes mellitus.

Key words: non-enzymatic glycosylation, diabetes mellitus, chronic complications.

INTRODUCCION

Aunque se ha demostrado que la enfermedad vascular asociada con la diabetes
mellitus (DM) es multifactorial, cada vez se reconoce con mas fuerza la relacion
existente entre la hiperglucemia y el desarrollo de complicaciones microvasculares,
macrovasculares y neuropaticas.’™ Los resultados del Ensayo del Control y
Complicaciones de la Diabetes (DCCT), han proporcionado evidencias
confirmatorias y concluyentes de esta relacién.>®

224
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Endocrinologia.2010; 21(2)223-255

Las modificaciones de las proteinas existentes en el plasma, las proteinas
estructurales y otras macromoléculas, se incrementan en la DM, como
consecuencia del aumento de la glucosilacion (secundaria a la hiperglucemia) y
quizas debido, en parte, también al incremento del estrés oxidativo. Los efectos
combinados de la glucosilacion y de la oxidacién de las proteinas, pueden contribuir
al desarrollo de complicaciones macrovasculares y microvasculares en el sujeto que
padece DM.”'8

En la DM tipo 1, los valores elevados de glucosa sanguinea estan presentes desde
el mismo momento de la expresién clinica de la enfermedad; pero es muy probable
que en la DM tipo 2, los niveles de glucemia estén elevados mucho antes del inicio
clinico de esta. En las células del rifidn, la retina y en el nervio, donde la entrada de
glucosa no es dependiente de insulina, también la concentracién de glucosa esta
aumentada.

La hiperglucemia puede determinar una serie de cambios irreversibles, a través de
la promocién de un nimero importante de transformaciones en la bioquimica y
composicion de las proteinas.® En condiciones anormales (hiperglucemia), la
glucosa puede reaccionar no enzimaticamente con proteinas, conformandose una
union covalente estable y en futuros reordenamientos se forma un pigmento
fluorescente de color pardo, fendmeno descrito por Maillard como "caramelizacién"
de las proteinas. Se ha sugerido que estas reacciones ocurren in vitro de forma
acelerada en la DM, responsabilizandosele de los cambios estructurales y
funcionales tan importantes que se producen en las proteinas plasmaticas y
estructurales en los individuos diabéticos, lo que favorece el desarrollo de las
complicaciones crénicas que pueden sufrir estos en un momento determinado de la
evolucion de su enfermedad metabdlica.’ !

La elevacion de la glucemia, a través de los efectos combinados de la glucosilacion
y la oxidacion de las proteinas, constituye un factor importante en el desarrollo y la
progresion de las complicaciones microvasculares de la DM tipo 1 y es muy
probable que estas observaciones sean también validas para la diabetes tipo 2.%?

A continuacién se discutiran los elementos relevantes que relacionan a la
glucosilacién no enzimatica de las proteinas con las complicaciones croénicas de la
DM.

BIOQUZ,EMICA DE LA GLUCOSILACION NO ENZIMATICA DE
PROTEINAS

Una de las principales consecuencias fisiopatolégicas de la hiperglucemia la
constituye la excesiva interaccidon quimica de la glucosa con las proteinas, se
produce la union entre la primera y estas Ultimas sin que haya necesidad de una
intervencidon enzimatica; este proceso depende exclusivamente de la concentracion
de la glucosa y del tiempo de contacto de este monosacarido con las proteinas,
determinados por la vida media de cada una de estas en particular.!® Por todo ello,
es que algunos autores no estan de acuerdo con el uso del término glucosilacion,
que implica la intervencion de enzimas glucosilasas para que se produzca, y
prefieren el de glucacién; no obstante, no existe acuerdo unanime al respecto y el
uso del término glucosilacion estd mas difundido.'*

El proceso de glucosilacion de las proteinas se ha dividido convencionalmente en
dos etapas: inicial o temprana y tardia o avanzada, y la diferencia fundamental
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entre ambas, teniendo en cuenta sus adversas consecuencias organicas, radica en
la reversibilidad de la primera, al contrario de la segunda, porque una vez que este
proceso se encuentra en un estadio avanzado, la vuelta a atras es imposible, dado
que se van produciendo varias reacciones en cascadas que involucran y afectan de
modo permanente a la gran mayoria de las moléculas organicas conocidas.!*?

GLUCOSILACION INICIAL O TEMPRANA

En la etapa inicial del proceso de glucosilacién se forman enlaces covalentes entre
los grupos libres amino (reactivos) de las proteinas y la glucosa.'? Estos grupos se
ubican generalmente sobre las cadenas laterales de lisina y en los residuos NH2-
terminales de los aminoacidos. Esta reaccién solo ocurre cuando la glucosa se
encuentra en su conformacion de cadena abierta, lo cual permite que quede
expuesto un grupo carbonilo reactivo (grupo aldehido de la glucosa), y es la que da

lugar a la base de Schifff,!3*

Por lo tanto, el primer producto de reaccion de la glucosilacion temprana es la
aldimina inestable conocida como base de Schiff, y este proceso bioquimico inicial
es facilmente reversible. Sin embargo, la base de Schiff formada también puede
experimentar un reordenamiento intramolecular lento, que la transformaria en un
producto mas estable, el compuesto de Amadori, conocido también con el nombre
de fructosamina (1-amino-1-desoxicetona); metabolito que surge cuando el resto
glucosil de la base de Schiff se transforma en fructosil, por el desplazamiento del
grupo carbonilo del carbono 1 al 2 durante el reordenamiento. Tanto la reacciéon en
la cual se forma la base de Schiff como en la consecutiva en la que se produce el
compuesto de Amadori, son reversibles, lo cual significa que la interrupcién del
contacto de la glucosa con la proteina en cualquiera de estas etapas produce la
reversion completa del efecto.'**

La fructosamina puede deteriorarse mediante oxidacion, se forman intermediarios
dicarbonilo muy reactivos (glicotoxinas), como la 3-desoxiglucosona y la
carboximetil lisina, que pueden por si mismos modificar las proteinas. Los niveles
de fructosamina se correlacionan con los valores de hemoglobina Alc. En la DM, las
alteraciones metabdlicas atribuidas a la fructosamina predominan en las proteinas
de vida media corta.'3'®

GLUCOSILACION TARDIA O AVANZADA

La conversion del compuesto de Amadori en productos finales de la glucosilacién
avanzada (PFGA) es un proceso que ocurre en proteinas estructurales, muy
abundantes en el organismo, y de vida media larga como, colageno, elastina,
mielina, actina, miosina y proteinas del cristalino; aunque también puede afectar a
proteinas de vida media corta, como las lipoproteinas, especialmente cuando estas
son retenidas por periodos prolongados en la pared arterial. La formacién de
fructosamina es un prerrequisito para que ocurra la glucosilacion avanzada. Esta
Gltima implica una serie de reacciones que abarcan los residuos de fructosamina de
las proteinas o las interacciones de las proteinas con los productos de disociacién
de la fructosamina.®!’

Estas reacciones conducen a la formacion de un gran nimero de PFGA estables vy,
virtualmente, en todas estad implicada la oxidacién por radicales libres del oxigeno;
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no obstante, los PFGA pueden también derivarse de las autoxidacion de la glucosa
misma. Por lo tanto, la N e-carboximetil lisina (CML) puede formarse por
descomposicion oxidativa de la fructosamina o por interacciones de las proteinas
con el glioxal, producto principal de la autoxidacion de la glucosa, que contiene un
grupo dicarbonilo, y también puede ser un producto de la peroxidacion de los
lipidos.81°

Los PFGA abarcan muchas especies reactivas de compuestos, que se colorean de
pardo-amarillento, son fluorescentes y presentan enlaces cruzados entre proteinas
diferentes o entre diferentes zonas de una misma proteina. Solo dos se han
identificado de forma concluyente: la CML y las especies estrechamente
relacionadas con esta como la N e-carboximetil hidroxilisina, el 3-(N e-lisino)-acido
lactico y la N e-carboxietil lisina; y la pentosidina. Otros han sido identificados in
vivo mediante técnicas inmunoldgicas, algunos de estos son la pirrolina y las
estirpes cruzadas. Es aceptado que las reacciones de oxidacién en las que
intervienen los radicales libres estan involucradas en la formacion de CML y de
pentosidina, y en la mayor parte, si no de todos los enlaces cruzados en los que
estd presente la glucosa.®*°

Se ha sefialado la existencia de otra via alternativa de la glucosilacion avanzada en
la que esta implicada el metilglioxal, otro compuesto dicarbonilo derivado de las
triosas fosfato, que es generado dentro de las células a partir del metabolismo del
gliceraldehido 3-fosfato, asi como de la oxidacién de las cetinas. Este compuesto
altamente toxico estd aumentado en la DM y es capaz de modificar rapidamente las
proteinas y generar PFGA. El catabolismo del metilglioxal es dependiente de
glutatién reducido y es probable que este Ultimo disminuya si aumenta el estrés
oxidativo, lo que condicionaria un incremento de la permanencia del téxico dentro
de la célula y, por consiguiente, una prolongacion de sus efectos celulares
deletéreos. Las triosas fosfato (fructosa 1-6-bifosfato, gliceraldehido 3-fosfato y
dihidroxiacetona fosfato), productos de la primera fase de la glucdlisis, estan
aumentadas en la DM debido a la inhibiciéon de la enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa. Estas triosas son, por lo menos, 100 veces mas autooxidables y
200 veces mas glucosilantes, respectivamente, que la glucosa, y son el origen de la
sintesis enzimatica del metilglioxal. Ademas, el gliceraldehido 3-fosfato esta
siempre en forma de cadena abierta, por lo que puede formar PFGA mas
rapidamente que la glucosa, y el producto de su reduccién, conocido como glicerol
3-fosfato, es el sustrato inicial de la sintesis de diacilglicerol, que activa a la
proteina quinasa C.2%2!

COMPOSICION Y PROPIEDADES DE LOS PRODUCTOS FINALES
DE LA GLUCOSILACION AVANZADA

Desde hace muchos afios, los productos derivados de la glucosilacién eran
conocidos por los quimicos de los alimentos como productos de la reaccién de
Maillard, debido a que este tipo de reaccidon fue descubierta por el quimico francés
Maillard en 1912, estudiando la pérdida de lisina en los alimentos conservados,
cuando en estos abundan las proteinas y los glicidos; sin embargo, sus
consecuencias fisiopatoldgicas eran esencialmente desconocidas hasta la década de
los 70 del pasado siglo. Esta reaccién ocurre sobre todo en proteinas de vida media
prolongada como el colageno, la elastica y la mioglobina, entre otras, aunque ha
podido comprobarse también en la hemoglobina y en otros compuestos aminados
como,lléazgosfatidiIetanolamina, lipido presente en las lipoproteinas de baja densidad
(LDL).*®
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Los PFGA pueden presentar en su estructura molecular un predominio de los anillos
imidazolicos o pirrdlicos, y se reconocen de estos compuestos, entre otros, los
siguientes: %

_ Moléculas con anillos imidazodlicos (imidazolonas).

« 2-(2-furoil-4(5)-(2-furanil)-1H-imidazol (FFI).

- 1-alquil-2-formil-3,4 diglicosil pirrol (AFGP).

_ Moléculas con anillos pirrélicos (pirrolonas).

- 5 hidroximetil-1-alquil pirrol-2-carbaldehido (pirrolina).
- Carboximetil lisina (CML).

: Pentosidina.

Estas moléculas adoptan un color amarillo marrén (a excepcion de la pentosidina) y
pueden fluorescer (excepto la CML, la pirrolina y la pentosidina) al ser estimuladas
con luz de 370 nm de longitud de onda, emitiendo luz de una longitud de onda que
oscila entre los 440 y los 460 nm. La propiedad quimica mas importante de estas
moléculas es la de formar puentes intercatenarios entre las proteinas que alteran
su estructura y, por consiguiente, su funcién biolégica.?***

La compleja molécula del compuesto de Amadori puede experimentar oxidacion,
deshidratacion, fragmentacion y numerosos reordenamientos, dando origen a
diferentes PFGA. Uno de ellos se asemeja a los derivados heterociclicos del
imidazol, el FFI, y resulta de la combinacion de las moléculas del compuesto de
Amadori. Este compuesto es de color amarillo-marroén y fluorescente, y se le ha
aislado en algunos tejidos por hidrdlisis enzimatica. Otro de los PFGA resulta de la
combinacion del compuesto de Amadori y de uno de sus derivados, la 3-
desoxiglucosona. Esta reaccion da origen a un producto intermedio de estructura
ciclica tipo pirrolica, que mediante sus grupos hidroxilo se combina con los grupos
amino de otras moléculas, dando lugar a la formacién de nuevos PFGA.?*2°

La CML es un producto que surge de la segmentacion oxidativa de la fructosamina.
En el diabético, se acumula significativamente y de forma casi lineal con la edad del
coldgeno de la piel, y su contenido no se reduce con el buen control metabdlico a
largo plazo. La CML se comporta de una forma atipica, en relaciéon con los otros
PFGA, porque no es fluorescente y, aunque es un producto estable, no es reactiva,
por lo cual no se implica en la formacién de enlaces cruzados.?>?®

Por su parte, la pentosidina, que representa menos de 1 % de los PFGA
encontrados in vivo, es el resultado del enlace cruzado de los aminoacidos arginina
y lisina, cada uno de los cuales perteneciente a diferentes moléculas de proteina,
en ese caso. Este producto se deposita en las proteinas de larga duracion de una
forma casi lineal durante toda la vida y su acumulacion se acelera con la presencia
de la DM. La pentosidina se deriva de las pentosas y de otros carbohidratos, entre
los que no se incluye la glucosa, por lo que no es un producto directo de la
glucosilacién (no es un derivado de los compuestos de Amadori). Los niveles
elevados de pentosidina que se aprecian en los diabéticos, son quiza un resultado
de la hiperglucemia, aunque para su formacion solo se requiere de un medio
oxidativo; este producto es intensamente fluorescente.?>:2°
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GLUCOSILACION NO ENZIMATICA DE LA HEMOGLOBINA

La formacion de glucoproteinas en sujetos normales y en los diabéticos, esta por lo
general bajo el control enzimatico; no obstante, se ha comprobado que azlcares
reductores pueden reaccionar con las proteinas no enzimaticamente, tanto in vivo
como in vitro, fendmeno que fue primero observado en la molécula de hemoglobina
(HbA). El eritrocito adulto esta constituido por 90 % de hemoglobina A (HbA); por
otra parte, las hemoglobinas A2 (HbA2) y F (HbF) son productos de diferentes
genes de globina, y se diferencian en la presencia de una cadena lambda y otra
sigma, respectivamente, mientras que comparten la cadena alfa. Las hemoglobinas
menores o remanentes se forman por modificaciones postranscripcionales de la
hemoglobina A0 (HbAO), y estas son las hemoglobinas Ala (HbAla), Alb (HbA1b)
y Alc (HbA1c), las cuales fueron en un inicio separadas por cromatografia de
intercambio catidnico y designadas asi por su orden de seleccién.?’"%°

El término de hemoglobina glucosilada se refiere a una serie de componentes
menores de hemoglobina, los cuales se forman de la unién de la hemoglobina con
varios azucares. La reaccion entre la hemoglobina y la glucosa es un ejemplo de
glucosilacién no enzimatica, la cual es lenta, continua e irreversible. El eritrocito
humano es libremente permeable a la glucosa y dentro de cada eritrocito la
hemoglobina glucosilada (HbA1) se forma a partir de la HbA a una velocidad
dependiente de la concentracién de glucosa en el medio. Los componentes menores
de la hemoglobina poseen diferentes cargas eléctricas, designandoseles como
«hemoglobinas rapidas», porque ellos presentan menos cargas positivas a pH
neutro y migran mas rapido que la HbA, cuando se exponen a un campo eléctrico.
La mas importante de estas hemoglobinas rapidas, en relacion con la DM, es la
HbA1lc, en la cual la glucosa esta unida al extremo amino terminal de la valina de la
cadena beta de la hemoglobina. Esta representa alrededor de 3 a 6 % de la
hemoglobina total de la célula roja normal y ha sido ampliamente estudiada. Se ha
confirmado que la HbA1lc surge como una modificacion postranscripcional de la
HbAO y su formacion depende del nivel de glucosa existente; asimismo, se ha
observado que los eritrocitos mas viejos contienen mas HbA1c.?873°

La HbA1c se forma por la union de una molécula de glucosa con el grupo amino
terminal de la valina de la cadena beta de la HbA, formandose la llamada «pre
Alc», la que posteriormente forma una unién cetoaminica mas estable durante un
rearreglo de Amadori. Algunos estudios sugieren que no solo el grupo amino
terminal de la valina de la cadena beta de la HbA es el sitio de glucosilacién de esta
proteina, también se han encontrado residuos de glucosa en las cadena beta y alfa,
en el grupo épsilon amino de los residuos de lisina, lo que sugiere que la
glucosilacién de la hemoglobina es menos especifica de lo que inicialmente se
sospechaba. El significado funcional de la glucosilacion de las hemoglobinas se
apoya en el hecho de que el azlcar ocupa el sitio de union del 2-3 difosfoglicerato,
compuesto que constituye un importante modificador de la funcién de la
hemoglobina, porque reduce la afinidad por el oxigeno de esta proteina. Cuando el
sitio de unidén esta bloqueado por la glucosilacion, la afinidad de la hemoglobina por
el oxigeno se incrementa, por lo tanto, la HbAlc se une mas fuertemente que la
HbA al oxigeno; no obstante, no parece que estos cambios en la afinidad de la
proteina por el oxigeno estén implicados en la patogénesis de las complicaciones
crénicas de la diabetes.?93134

NOMENCLATURAS DE LAS HEMOGLOBINAS GLUCOSILADAS
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La hemoglobina es una ferroproteina que constituye el componente fundamental de
los gldbulos rojos de la sangre y unido a ella se transporta el oxigeno por todo el
organismo humano.

Se describen los tipos de hemoglobinas siguientes:?%%°

_ HbA: la forma mayor de la hemoglobina, también conocida como forma nativa, es
un tetrdmero no modificado, compuesto por dos cadenas alfa y dos cadenas beta.

_ HbAO: el componente mayor de la HbA, identificado asi por medio de sus
propiedades cromatogréficas y electroforéticas. Modificaciones postranscripcionales,
incluida la glucosilacion, se pueden producir en esta fraccidén, pero no afectan las
propiedades de carga de esta proteina.

_ HbA1: surge por modificaciones postranscripcionales de la HbAO; son formas de
HbA cargadas mas negativamente, detectadas por métodos cromatograficos y
electroforéticos.

_ HbA1lal: subcomponente cromatografico de la HbA1.
_ HbA1a2: subcomponente cromatografico de la HbA1.
_ HbA1b: subcomponente cromatografico de la HbA1.

_ HbA1c: subcomponente cromatografico principal de la HbA1. Se produce por la
union de la glucosa al residuo amino terminal de la valina de la cadena beta (unién
cetoamina).

_ Pre HbA1c: forma labil de HbA1lc, que contiene glucosa unida por una unién
almidina al residuo amino terminal de la valina de la cadena beta.

Las hemoglobinas glucosiladas surgen como modificaciones possintéticas de la HbA
debido a la unién de la glucosa a los residuos amino terminal de la valina de la
cadena beta y épsilon amino de la lisina de las cadenas alfa y beta,
respectivamente, por lo que el término hemoglobinas glucosiladas es un genérico
que identifica a las hemoglobinas que contienen glucosa y(o) otros carbohidratos.
Estos compuestos también se conocen como hemoglobinas rdpidas, porque migran
mas rapido hacia el dnodo en la electroforesis de hemoglobina y eluyen mas
tempranamente en cromatografia de intercambio catidnico que la HbA.%830:3

FACTORES QUE PUEDEN AFECTAR EL RESULTADO DE LA
DETERMINACION DE LA HbA1lc

Se conoce que diferentes factores pueden afectar el resultado de la determinacion

de la HbAlc y entre ellos estan:?2°

- Condiciones de determinacién: temperatura, pH, fuerza iénica y tamano de la
columna de intercambio catiénico, entre otras.

- Presencia de intermediarios labiles.
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- Situaciones como anemia hemolitica, flebotomia y transfusiones recientes,
farmacos antirretrovirales y otros (por ejemplo, dapsona), vitaminas C y E, pérdida
aguda o crénica de sangre y el embarazo, que disminuyen los valores de HbAlc.

- Existencia de hemoglobinopatias: presencia de HbF, HbC y HbS, que incrementan
falsamente la concentracién de HbAlc.

- Metabolitos que interfieren con su determinacion, por ejemplo, los triglicéridos y
la bilirrubina elevados aumentan la concentracion de HbAlc.

- Presencia de otros productos unidos a la HbA1 que no son glucosa: opiaceos,
algunos venenos, urea, alcohol y aspirina, sobre todo, cuando esta ultima se usa de
forma prolongada y a dosis elevadas, aumentan los valores.

- Pueden observarse valores elevados después de una esplenectomia, en la uremia
y en la anemia ferropénica

- Procedimiento incorrecto de la muestra de sangre e inadecuadas condiciones de
almacenamiento.

GLUCOSILACION NO ENZIMATICA DE LAS PROTEINAS DEL
CRISTALINO

La insuficiente especificidad del proceso de glucosilacién no enzimatica sugiere que
otras proteinas del organismo, ademas de la HbA, pueden ser igualmente afectadas
por este fendmeno. Las proteinas del cristalino son otras que pueden sufrir el
proceso de glucosilacidon en presencia de altas concentraciones de glucosa. Se ha
podido demostrar que el sitio de reaccion de las proteinas del cristalino con la
glucosa es el grupo épsilon amino de la lisina. Experimentos realizados in vitro han
evidenciado que cuando se expone una solucién de proteinas del cristalino a la
presencia de altas concentraciones de glucosa, la solucidn, que originalmente era
transparente, se opacifica y esta opacidad es reversible si se le afiaden agentes
reductores a la solucion, lo cual sugiere que la oxidacién sulfihidrilica y, por tanto,
el entrecruzamiento proteico son los causantes de la opacificacion.®

Se ha postulado que la glucosilacidon no enzimatica de las proteinas del cristalino
estd relacionada con la formacién de cataratas en el diabético, se pueden detectar
en el cristalino de estos individuos cimulos de un pigmento amarillo y fluorescente,
gue no son mas que PFGA depositados en esta estructura ocular, situacion que
también ocurre durante el envejecimiento en individuos no diabéticos. En el
cristalino se pueden formar dos tipos de enlaces proteicos no enzimaticos, ya sean
entre diferentes proteinas estructurales o entre las proteinas y la glucosa, y estos
son basicamente: 37

- El constituido por la unién de las proteinas mediante puentes disulfuro debido a la
oxidacién de los grupos sulfihidrilicos expuestos.

- El tipo que da lugar a la formacién de PFGA, situacidon que esta favorecida en este
caso por la larga vida de las proteinas del cristalino. Esta ultima variante tiende a

dar las caracteristicas propiedades espectroscdpicas de este tipo de alteracidon, que
son similares a las de las cataratas seniles, también conocidas como brunescentes.
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En el cristalino de los diabéticos, el incremento de la concentracién de glutation,
resultado de un aumento de la via de los polioles, puede actuar sinérgicamente con
la glucosilacion no enzimatica, acelerando la formacion de cataratas; asimismo, se
ha comprobado que el uso de los inhibidores de la aldosa reductasa disminuye la
frecuencia de aparicion de cataratas en los individuos diabéticos.3”*®

En individuos no diabéticos, los niveles de glucosa en el humor acuoso y en el
cristalino son mas bajos (50 y 20 %, respectivamente) que los existentes en el
plasma. Las concentraciones intraoculares bajas de glucosa, combinada con los
mecanismos antioxidantes, protegen al cristalino normal del desarrollo de
cataratas; por otra parte, se plantea que los niveles elevados de glucosa,
fructosamina y pentosidina intralenticular aumentan el proceso de cataratogénesis
en los pacientes diabéticos.3”°

GLUCOSILACION DE LAS PROTEINAS DEL PLASMA Y DE LAS
MEMBRANAS

Las otras proteinas plasmaticas, en general, no tienen tan larga vida como la
hemoglobina (60 d para la hemoglobina y solo de 16 d para la albumina), pero
igualmente son afectadas por las elevadas concentraciones de glucosa en sangre.
Algunos resultados confirman que las proteinas circulantes pueden ser glucosiladas
in vivo y que este hecho podria estar implicado en la patogenia de las
complicaciones crénicas de la DM. La glucosilacion produce disimiles modificaciones
de las proteinas y sus efectos sobre estas también pueden ser variados:
insolubilidad, resistencia a las enzimas de degradacién, no reconocimiento por los
receptores habituales y generacién de autoinmunidad, entre otros.*%*

Se creia que la actividad de las moléculas enzimaticas reguladoras o cofactores, y
de las mayorias de las proteinas plasmaticas, no se alteraba por la glucosilacién,
considerando que tienen una vida media corta, y que las proteinas dafiadas eran
sustituidas rapidamente por otras nuevas con capacidad funcional intacta; sin
embargo, algunas investigaciones realizadas han confirmado lo contrario. Asi, se ha
descrito que la ribonucleasa A incubada con glucosa durante 24 h pierde 50 % de
su actividad inicial, y que la catepsina B y la papaina, proteasas con grupos
sulfihidrilos, pierden mas de 70 % de su actividad bajo los efectos de 2 semanas de
glucosilacidon no enzimatica. En todos estos casos, parece ser que la ausencia de
residuos de lisina libres en el sitio activo de estas enzimas es determinante para
que se altere la funcién por causa de la glucosilacion; no obstante, la pérdida de la
actividad también puede estar asociada con el surgimiento de cambios
conformacionales de la molécula por la glucosilacion, tal como ocurre en el caso de
la beta N-acetil D glucosaminidasa del rifién.***3

Asimismo, se ha observado que la glucosilacidon no enzimatica de la antitrombina III
reduce su afinidad por la heparina, disminuyendo de manera significativa la
inhibicidn in vivo que ejerce la heparina sobre esta, defecto que se debe al marcado
descenso del contenido de heparan sulfato en los tejidos y que causaria finalmente
una disminucion de la susceptibilidad de la fibrina a ser degradada por la plasmita;
esto justifica el excesivo depédsito vascular de fibrina que se ha constatado en la
diabetes mellitus, lo cual la convierte en una enfermedad protrombética.** El
proceso de glucosilacion también puede afectar de modo negativo a otras proteinas
como la fibronectina y la laminina (componentes de la membrana basal de los
capilares), porque disminuye en ambos casos su capacidad de interactuar con
ligandos y modifica asi la organizacion de las membranas basales,**® también la
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transferrina, proteina plasmatica ligadora de hierro, que traeria como consecuencia
un aumento del hierro libre en sangre y de su poder oxidante.*’

Algunos estudios han demostrado que la albumina es glucosilada de manera
postrancripsional y en abundancia en los individuos diabéticos, por lo que se ha
planteado, que la medicion de la albumina glucosilada seria también de valor para
evaluar el grado de control metabdlico a corto plazo en estos sujetos. Por su parte,
también se conoce que el masangio tiene receptores para la albumina glucosilada y
que esta produce a ese nivel un aumento de la fibronectina y del colageno tipo 1V,
lo cual condiciona una expansion mesangial que reduce el area glomerular filtrante
y, en resumen, la filtracion glomerular. Ademas, se ha comprobado que la albimina
glucosilada es casi tan potente como la glucosa para promover la sintesis del factor
de crecimiento tisular B8 (TGF-B); el cual esta implicado en la estimulacion del
engrosamiento de la membrana basal de los capilares glomerulares, alteracion
encontrada con mucha frecuencia en el rifién de los diabéticos.*®

Otras proteinas plasmaticas que pueden sufrir el proceso de glucosilacion-
oxidacion, son las lipoproteinas, favorecido por la presencia en estas de acidos
grasos poliinsaturados, que se pueden oxidar con facilidad. Las lipoproteinas
glucosiladas, oxidadas y glucooxidadas estan implicadas en la patogenia de la
enfermedad microvascular y macrovascular en la diabetes mellitus, porque son
especialmente aterogénicas, sobre todo, la LDL, la cual ha sido la mas estudiada y
puede presentar diferentes modificaciones, como un descenso de 25 a 60 % de su
contenido de &cido sialico, una disminucion de su didametro y un aumento de su
densidad y de su electronegatividad.*:°

En el caso particular de las LDL, la glucosilacién interfiere en el reconocimiento de
esta por su receptor hepatico, lo que disminuye su aclaramiento plasmatico y
aumenta su permanencia en la sangre, situaciones que favorecen que sea captada
por la intima vascular, desde donde migra luego al espacio subendotelial y alli es
ingerida por un macrofago, quien no puede metabolizar en su interior el colesterol y
se convierte en una célula espumosa, componente fundamental de la placa de
ateroma.*>°

Se plantea que existen tres posibles vias de formacién de PFGA-LDL:>!

1. Por modificaciones de la LDL producidas directamente por las elevadas
concentraciones de glucosa en sangre.

2. Por su interaccion con PFGA circulantes preformados.

3. Por medio de la unién de PFGA a los fosfolipidos de la LDL en el espacio
extravascular.

En las LDL se puede glicosilar tanto el componente proteico como el lipidico. La
glucosilacion puede afectar a las clases de apoproteinas de todas las lipoproteinas y
especificamente, a la apo By en el caso de las LDL. También pueden glucosilarse
en las lipoproteinas, los fosfolipidos que tienen grupos amino libres, como la
fosfatidiletanolamina, y hasta la lecitincolesterol acil-transferasa (LCAT), enzima
encargada de la esterificacion del colesterol de las lipoproteinas y que esta presente
en la superficie de estas.>'>2

La glucosilacién-oxidacién de las LDL interfiere en el reconocimiento de estas
lipoproteinas en el higado por su receptor especifico de membrana, lo que deviene
en la disminucion de su fijacion a este y, consecuentemente, de su degradacién, lo
cual favorece el incremento de su nivel plasmatico y su deposicidén en las arterias.
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Asi, esta LDL modificada es atrapada con mayor facilidad por la intima arterial e
ingerida mas avidamente por los macréfagos, que se convierten entonces en
células espumosas. Por otro lado, estas LDL también adquieren propiedades
inmunogénicas y forman inmunocomplejos in situ (en la pared arterial), los cuales
estimulan la transformacién de los macréfagos en células espumosas; ademas, las
LDL son fuente de radicales libres y estimulan la liberacion de tromboxano B2, asi
como la agregacion plaquetaria (efecto protrombdtico). Todas estas situaciones
contribuyen a aumentar la disfuncién endotelial en el individuo diabético.>3>°

Otras lipoproteinas que pueden glucosilarse son la VLDL, la HDL y la lipoproteina
(a), fendmeno que también afectaria en estos casos tanto a su porcion apoproteica
como lipidica, aunque con un predominio de esta ultima, correspondiendo el mayor
contenido encontrado de glucosa adherida a lipidos a la fosfatidiletanolamina. En el
caso especifico de las VLDL, su glucosilacién disminuye el aclaramiento plasmatico,
debido a que reduce su afinidad por la lipoproteina lipasa (enzima encargada de la
hidrolisis de los triglicéridos en la sangre), lo cual condiciona que aumente su
tiempo de permanencia en el plasma; situacion que es responsable de la
hipertrigliceridemia en ayunas y posprandial, que aparece con mucha frecuencia en
los individuos diabéticos, sobre todo, cuando su enfermedad metabdlica no esta
bien controlada. Se ha planteado que la glucosilacién de la apo E, (lo que disminuye
la capacidad de unién de esta apoproteina a la heparina), seria una de las
alteraciones surgidas en las VLDL glucosiladas, que contribuiria a la disminucion de
su degradacién. Por otro lado, el aumento de la vida media plasmatica de las VLDL,
permitiria una mayor exposicion de estas a la proteina transportadora de ésteres de
colesterol (CETP), la cual es responsable del intercambio de colesterol esterificado y
triglicéridos entre las diferentes lipoproteinas; esto facilita la transferencia a las
VLDL de colesterol esterificado, de parte de las HDL a cambio de triglicéridos, lo
que aumentaria la aterogenicidad de las VLDL,!3°¢:>7:>2

La HLD también sufre glucosilacion, lo que puede afectar a su componente lipidico y
proteico (apoproteinas y LCAT). La glucosilacién de la apo AI (principal componente
proteico de la HDL) determina una inhibicién marcada de la unién de alta afinidad
de la HDL a su receptor de fibroblastos y, como consecuencia, disminuye la
remocion de colesterol de los depdsitos intracelulares, mediada por receptores.
Asimismo, la apo Al glucosilada tiene disminuida su capacidad de activar a la LCAT,
enzima que proporciona una fuerza directriz en el transporte reverso del colesterol,
al esterificar el colesterol removido por las HDL. Por otra parte, estaria aumentada
la transferencia mediada por la CETP de colesterol esterificado de las HDL a las
VLDL y LDL (reaccién proaterogénica), de lo cual es responsable también la
glucosilacion del componente apoproteico de la HDL, lo que determinaria un
incremento de la formacion de LDL, y del contenido de colesterol de las LDL y de su
parte aterogénica, respectivamente. No siendo suficiente, se ha comprobado que
puede producirse también la glucosilacion de la lipoproteina (a) y que eso aumenta
la aterogenicidad de esta Gltima.!3:°>2

Por otra parte, muchas proteinas de las membranas celulares, que por tener esta
ubicacién estan en contacto con la sangre y(o) el liquido intersticial, son
susceptibles a estar expuestas a altas concentraciones de glucosa en los individuos
diabéticos. Se ha comprobado, que las proteinas de la membrana de los eritrocitos
de estos sujetos, presentan dos veces mas glucosilacion que la de los no diabéticos.
Anormalidades funcionales de estas células, como la disminucion de su
supervivencia y el incremento de su adherencia a las células endoteliales, que se
han detectado en diabéticos, pueden estar relacionadas con las alteraciones
estructurales y funcionales de las proteinas de membrana causadas por la
glucosilacién. Asi, el funcionamiento de la membrana basal puede afectarse
directamente con la glucosilacién de sus componentes proteico y lipidico, lo que
disminuiria su permeabilidad; pero ademas, puede alterarse la actividad de
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proteinas membranales especificas como, la bomba de calcio y la calmodulina, lo
cual también afectaria el desempefio celular normal.>®*” Otra enzima intracelular
que puede glucosilarse es la superoxido dismutasa, que constituye uno de los
integrantes de la defensa antioxidante del individuo, por lo que la inhibicion de su
actividad como consecuencia de la glucosilacion podria incrementar el efecto nocivo
de los radicales libres sobre el organismo.>®

GLUCOSILACION NO ENZIMATICA DEL COLAGENO

La presencia de PFGA altera las propiedades funcionales de diversos componentes
moleculares de la matriz extracelular. El coldgeno fue la primera de las proteinas
presentes en la matriz en la que se demostré la existencia de enlaces
intermoleculares covalentes producidos por los PFGA, aunque también pueden
afectarse la fibronectiva y la laminina, entre otras proteinas. En el colageno tipo I,
la agregacién molecular resultante del entrecruzamiento proteico induce una
distorcion de la arquitectura molecular de la fibrilla y en el caso del colageno tipo
1V, dificulta la asociacién lateral de estas moléculas e impide la formacion de la
tipica estructura tridimensional sutil y compleja, que forman estas al unirse entre
ellas, porque se produce una reticulacién anarquica de las fibras.8>%:

El coldgeno es una proteina que por su ubicacién esta siempre expuesta a la
glucosa presente en los liquidos extracelulares, lo que la hace especialmente
vulnerable a la glucosilacién; se producen entonces modificaciones estructurales
que devienen alteraciones de la matriz extracelular. La aparicion de estas
alteraciones es uno de los mecanismos mas importantes implicados en el desarrollo
de las complicaciones en la diabetes mellitus. Muchas investigaciones han
demostrado que las modificaciones ocurridas en el colageno de los individuos
diabéticos son similares a las que se producen con el envejecimiento del organismo.
El colageno de las personas no diabéticas se glucosila en progresion lineal en
funcion de la edad, pero este fendmeno estd muy acelerado en la DM, en la que se
pone en marcha un proceso de formacion de complejos (agregados) moleculares de
entrecruzamiento, que se perpetlda aun en ausencia de glucosa, al estar ya bien
establecido.®!®2

Cuando el colageno del espacio subendotelial se glucosila, forma productos de
entrecruzamiento no solo con otras moléculas de coldgeno, sino también con
algunas proteinas plasmaticas como la albumina, las inmunoglobulinas y la LDL. De
la acumulacién de estas proteinas en el subendotelio, resulta, en parte, el
engrosamiento, la disminucion de la flexibilidad y el aumento de la permeabilidad
gue se presentan en las membranas basales capilares afectadas por la
glucosilacion, ademas de que puede producirse un estrechamiento de la luz
vascular. La inmunoglobulina G (IgG) atrapada por el colageno glucosilado,
conserva su capacidad de formar inmunocomplejos, que se producirian en este caso
in situ, y se activaria después el complemento (teoria del atrapamiento de
Brownlee); lo cual dafaria ain mas la membrana. Por otra parte, el atrapamiento
de la LDL en el espacio subendotelial, convierte a esta macromolécula de vida corta
en un producto de larga vida, eso facilita su glucosilacion y su consecuente
fagocitosis por el macréfago, que se va convirtiendo progresivamente en una célula
espumosa (componente fundamental de la placa ateromatosa), en la medida en
que se va llenando de lipidos (LDL fagocitadas).86%6°

Se ha comprobado también que la glucosilacidon de los componentes de la matriz
extracelular hace desaparecer la sefial inhibitoria para la sintesis de estos, los
cuales comienzan a producirse de forma exagerada. Esta glucosilacion también
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aumenta la resistencia de la membrana basal a la digestion por proteasas
(colagenasas).51%?

En el caso especifico de la matriz extracelular del cartilago, la glucosilacion de esta
provoca alteraciones fisicoquimicas de los proteoglucanos (glucosamino-glucanos) y
atrapamiento de agua a este nivel, con disminucion de la viscoelasticidad local. Las
lesiones clinicas que tienen como base fisiopatoldgica comun el proceso descrito
antes, son la quiroartropatia diabética (mano endurecida, con piel engrosada y
contractura de las falanges) y la enfermedad de Dupuytren, frecuentes, sobre todo,
en los individuos diabéticos tipo 1.

La glucosilaciéon del colageno en la DM se correlaciona con los niveles de HbAlc y
disminuye cuando se logra un control glucémico 6ptimo por un periodo corto de
tiempo. Se ha sugerido que esta glucosilacién excesiva encontrada en los diabéticos
puede depender no solo de la duracién de la DM y del control glucémico promedio,
sino también de las variaciones individuales del estrés oxidativo; por lo tanto, los
sujetos diabéticos con una defensa antioxidante deficiente serian mas propensos a
desarrollar complicaciones tardias de la DM.®%¢’

GLUCOSILACION NO ENZIMATICA DE LA MIELINA

La neuropatia diabética afecta a los nervios periféricos motores y sensitivos, y
también al sistema nervioso autondmico. Varias anormalidades bioquimicas se
producen en el nervio del individuo diabético, entre las que se incluyen, la pérdida
de mioinositol, la disminucidn de la sintesis proteica y la acumulacion de sorbitol.
Recientemente, también se ha estudiado la glucosilacién no enzimatica de las
proteinas del nervio en el estado diabético, y en preparaciones de nervios de ratas
con esa condicion, se ha encontrado que estas proteinas se encuentran de 2 a 8
veces mas glucosiladas en las ratas diabéticas que las normales.®®:%°

Se ha precisado que la mielina modificada por el proceso de glucosilacién es
identificada por determinados macrofagos («carrofieros»), que se unen a
receptores especificos de PFGA, y entonces la mielina es incorporada al interior de
estos macrofagos mediante el proceso de endocitosis, lo que justificaria la
presencia de desmielinizacion segmentaria que se aprecia en los nervios de los
individuos diabéticos afectados de neuropatia.’®”!

De igual manera, se ha evidenciado que la glucosilaciéin también puede afectar a
otras proteinas que componen el citoesqueleto axonal como, la tubulina y la actina;
esto condiciona un enlentecimiento de la conduccion nerviosa, y la atrofia y
degeneracion axonal. Otra proteina que puede sufrir glucosilacion es la laminina, lo
que provocaria la pérdida de la capacidad de regeneracion de las fibras nerviosas
en los sujetos diabéticos.”%”?

GLUCOSILACION NO ENZIMATICA DEL ADN

Debido a que los acidos nucleicos son moléculas de larga vida y bajo recambio (al
menos en las células que no se encuentran en pleno proceso de division), a que
poseen grupos amino primarios y a que se encuentran dentro del nucleo celular en
intimo contacto con el azucar reductor ADP-ribosa, estos constituyen un blanco
potencial para la formacion de PFGA.”*”* La glucosilacién del ADN puede ser
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responsable de numerosos cambios en esta molécula, como su ruptura, deterioro
de la reparaciodn, la replicacion y la transcripcion. Todo lo anterior puede favorecer
la aparicidn de alteraciones cromosémicas y el envejecimiento celular precoz, y se
ha postulado que la glucosilaciéon del ADN pudiera ser la causante del aumento de
la frecuencia de anomalias congénitas encontradas en los fetos de madres
diabéticas y que pueden comprometer a cualquier sistema del organismo.?*737>

Los PFGA también pueden interactuar con las histonas, proteinas basicas que
constituyen aproximadamente 50 % de la masa total de los cromosomas y que
desempefian un papel importante en el correcto funcionamiento de los genes. En
estudios experimentales con ratas diabéticas, se encontrd que las histonas de los
hepatocitos de estas ratas tenian niveles de acumulaciéon de PFGA tres veces
superiores a los de sus controles no diabéticos, y que la adhesién de PFGA a estas
proteinas aumentaba con la duracion de la diabetes y con la edad de los
animales.”®””

RECEPTORES DE PRODUCTOS FINALES DE LA GLUCOSILACION
AVANZADA

Se han encontrado receptores de PFGA en numerosas células, como macrofagos,
monocitos, linfocitos, células endoteliales y mensangiales, pericitos, podocitos,
astrocitos y microglias, entre otras, y también resultan disimiles los receptores que
son capaces de ligar a los PFGA: los receptores scavenger 1y II, el receptor de
PFGA 1-3, el oligosacaril transferasa-48, la fosfoproteina 80K-H y la galectina-3.”®

El primer receptor de PFGA fue identificado en macréfagos de peritoneo de ratones
diabéticos y por analisis scatchard, se dedujo, en aquella ocasion, que habia 1,06 x
10° de estos receptores por macréfago, con una afinidad de 1,75 x 10’ M, sin que
existiera una contrarregulacidon negativa. Los autores que realizaron aquel estudio
enfatizaron el hecho de que el tipo de receptor descrito reconocia especificamente
proteinas modificadas postranscripsionalmente y que la expresion de esta estaba
regulada por los niveles de insulinemia, de modo que en situaciones de
hiperinsulinismo, las proteinas PFGA-modificadas persistian durante mas tiempo sin
ser captadas por los macréfagos.’?8!

Especificamente, cuando los PFGA se unen al macréfago, se produce un aumento
de la produccion por estas células de interleuquina-1, factor de crecimiento
insulinico tipo I, factor de necrosis tumoral alfa y factor estimulante de colonias de
granulocitos, mediadores que estan implicados en la estimulacién de la sintesis
glomerular de colageno tipo IV, laminina y heparan sulfato, asi como de la
proliferacion de macréfagos y células musculares lisas de la pared arterial.”® En el
caso de las células mesangiales glomerulares, cuando se activan aqui los receptores
de PFGA, se incrementa la secrecién del factor de crecimiento plaquetario, que
promueve la produccion de colageno tipo IV, laminina y proteoglucanos, lo que
condiciona la aparicion de expansién mesangial, glomeruloesclerosis focal y
proteinuria.??

Las células endoteliales también presentan receptores especificos para los PFGA. En
este tipo de célula los cambios que producen los PFGA son acumulativos y
procoagulantes; uno de ellos es la rapida disminucion de la actividad de la
trombomodulina, lo que impide la activacién de la via de la proteina C (un agente
anticoagulante capital). Otro cambio procoagulante inducido por la ocupacion del
receptor de PFGA en estas células, es el aumento de la actividad del factor tisular
(via extrinseca de la coagulacion), lo que determina la activacion de los factores de
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la coagulacidn IX y X, y la agregacion directa del factor VII a. Por otra parte,
también se ha observado un aumento en la produccion del potente péptido
vasoconstrictor, endotelina-1, promotor de disfuncidén endotelial y de estrés
oxidativo, por parte de las células endoteliales dafiadas por PFGA. Todo lo anterior
determina la aparicién de alteraciones vasculares como trombosis focal,
vasoconstriccion excesiva e hiperreactividad vascular y sus nefastas consecuencias
organicas.°

La existencia de un gran polimorfismo en los genes que codifican la sintesis de los
receptores de PFGA y(0) de los mecanismos de transduccion de sefales que se
producen después de la estimulacion de estos receptores, podria explicar las
conocidas variaciones interindividuales en la aparicion de complicaciones en
individuos con niveles de glicemia comparables.®?

FORMACION INTRACELULAR DE PRODUCTOS FINALES DE LA
GLUCOSILACION AVANZADA

La formacion intracelular de PFGA ocurre mas rapidamente que en el medio
extracelular y ocasiona diferentes consecuencias, las que dependen de la molécula
que haya sido afectada por este proceso patoldgico.®?

En el interior de las células existen otros azlcares que reaccionan con mayor
rapidez que la glucosa para formar PFGA; se ha comprobado que la tasa de
formacion de PFGA con la fructosa es significativamente mayor que con los
derivados de la glucosa.'®® La glucosilacién intracelular también puede afectar a
intermediarios intracelulares del metabolismo glucidico como, la glucosa-6-fosfato y
el gliceraldehido-3-fosfato.'®

Otro ejemplo de glucosilacién intracelular que merece ser destacado ocurre en los
eritrocitos. Aparte de la HbA1c, estas células contienen la hemoglobina-PFGA, que
representa 0,24 % de la hemoglobina total en los sujetos normales y es tres veces
mas abundante en los diabéticos.?> Por otra parte, la glucosilacién intracelular del
ADN puede provocar mutaciones; estudios realizados en animales transgénicos han
demostrado la implicacién de los PFGA en el aumento de la frecuencia de
teratogénesis asociada con el embarazo de mujeres diabéticas, o sea, la accion
mutagénica de los PFGA determinaria la aparicién de alteraciones de la
embriogénesis.®

ESTRES OXIDATIVO Y PRODUCTOS FINALES DE LA
GLUCOSILACION AVANZADA

El nivel de sustratos oxidables (glucosa, productos de Amadori, compuestos
reactivos carbonil y acidos grasos poliinsaturados) es elevado en la sangre y en los
tejidos de los individuos diabéticos, a diferencia de la concentracion de acido
ascorbico, alfa-tocoferol y glutatidn, la cual esta diminuida, lo que constituye una
expresion de la reduccion de los mecanismos enddgenos antioxidantes. Diferentes
investigadores han estudiado la acumulacion de disimiles tipos de PFGA (CML,
pentosidina, pirrolina, entre otros) en animales y personas diabéticos para conocer
la relacién existente entre estos productos y la aparicion de complicaciones
microvasculares, y la mayoria han hallado alguna correlacién entre estos dos
aspectos. Los PFGA han sido identificados en varias proteinas tisulares; estos se
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generan a partir de reacciones de oxidacion no catalizadas por enzimas y pueden
desencadenar y propagar lesiones mediadas por radicales libres.8”:88

Se conoce que la hiperglucemia, la cual representa la caracteristica fundamental de
la DM, promueve la activacién de varias reacciones involucradas en procesos
metabdlicos donde se generan metabolitos intermediarios que tienen accidn
prooxidante. Esta también condiciona el aumento del metabolismo anaerobio
(glucdlisis anaerobia), con la consiguiente excesiva produccion y acumulacion de
lactato, lo que constituye un evento generador de radicales libres. Se sabe que una
posible fuente de radicales libres en la diabetes es la autooxidacion de la glucosa, la
cual facilita la generacion de cetoaldehidos reactivos y la formacion de PFGA,
potentes reductores que generan radicales de oxigeno en presencia de hierro o
cobre. Ademas, el aumento de la oxidacion del sorbitol con la consecuente
formacion de fructosa, puede incrementar la produccién del anidn superoxido a
través de la reduccién de la prostaglandina G, en H,.8%°

Por otro lado, la hiperglucemia puede debilitar las defensas antioxidantes, esto
facilita que los radicales libres dafen a varias moléculas intracelulares y
extracelulares e, incluso, a proteinas estructurales. Asi, se ha comprobado una
reduccion de la concentracion de vitamina C en leucocitos y una deplecién
plasmatica de vitamina E en sujetos diabéticos, ademas de una disminucion
eritroleucocitaria de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, la
catalasa y la glutatién peroxidasa.®'™?

INTERFERENCIA DE LOS PRODUCTOS FINALES DE LA
GLUCOSILACION AVANZADA CON EL OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico (ON) es una molécula gaseosa producida por el endotelio vascular a
partir de la L-arginina, y que tiene una potente accién vasodilatadora, ademas de
antiproliferativa y antiagregante plaquetaria. Posee una vida media in vivo muy
corta y su sintesis es catalizada por la accion de la enzima ON-sintetasa, de la cual
existen dos isoformas: la constitutiva, dependiente de calcio y poco productiva, y la
inducible por endotoxinas y citoquinas, e independiente de calcio. Se ha
demostrado que los PFGA ligados a proteinas y formados en la matriz vascular
pueden reaccionar con el ON e inactivarlo; con ello ocasionan un defecto en la
relajacion vascular, lo que pudiera explicar, en parte, la disminucidn de la respuesta
vasodilatadora que se observa en las arterias de los individuos con DM vy la
frecuente aparicion de hipertensién arterial que se constata en estos sujetos.
Asimismo, se ha comprobado que el defecto en la respuesta vasodilatadora
mediada por el ON en la DM, se correlaciona con el nivel acumulado de PFGA y
puede evitarse mediante la inhibicién de la formacion de PFGA.%*9°

La acelerada inactivacién del ON, como consecuencia de su interacciéon con los
PFGA, conlleva al obligado incremento de la actividad de la ON-sintetasa, lo que
aumenta la produccién del anion superoxido, el cual interviene en la formacion del
compuesto prooxidante peroxinitrito. Este Gltimo compuesto es capaz de oxidar a
las LDL e inactivar a la prostaciclina sintetasa, que provoca con ello, finalmente,
disfuncién endotelial. Debido a que el peroxinitrito es un compuesto dificil de
determinar, se usa la medicidén de su derivado directo, nitrosamina, como indicador
de su produccién.?®®’

Por otra parte, en la DM estd aumentada la actividad de la enzima aldosa
reductasa, lo cual produce un gran consumo de NADPH y queda muy escasa
cantidad de este disponible para poder ser utilizado por otras enzimas, como la
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glutation peroxidasa que tiene actividad antioxidante, fendmeno que pudiera
contribuir también al aumento del estrés oxidativo.%®*°

PAPEL PATOGE’NICO DE LOS PRODUCTOS FINALES DE LA
GLUCOSILACION AVANZADA

Los PFGA pueden causar dafio tisular por medio de dos mecanismos: directamente,
produciendo fenédmenos como, disminucion de la resistencia de las proteinas a la
accion proteolitica de las enzimas degradantes, entrecruzamiento y atrapamiento
de proteinas, induccidn de la oxidacion lipidica e inactivacion del ON, e
indirectamente, mediante la induccion de quimiotaxia, estimulando la sintesis de
citoquinas y la produccion de matriz extracelular alterando la proliferacién celular,
aumentando la actividad plasmatica procoagulante y la permeabilidad vascular, e
incrementando el estrés oxidativo y el indice de mutacion del ADN.%°

Cuando se produce un aumento en la formacion de PFGA secundario a la
hiperglucemia, ocurre un incremento de su deposicién en la matriz extracelular y se
alteran, entonces, las propiedades funcionales de varias moléculas importantes de
la matriz endotelial, lo que acarrea la aparicidon de trastornos de la renovacion y el
crecimiento celular, y un aumento del dafio vascular. Los PFGA inducen un
incremento de la produccién del factor de necrosis tumoral alfa, la interleuquina-1,
el factor de crecimiento derivado de las plaquetas y del factor de crecimiento tipo 1
similar a la insulina (IGF-1), y en los monocitos-macréfagos, reprime la sintesis de
ON. Asimismo, los PFGA también interfieren en las interacciones célula-matriz,
como sucede en el caso de la modificacién del colageno tipo IV, lo que provoca una
disminucion de la adhesion de sus dominios de ligadura a las células endoteliales, y
reducen la actividad de la trombomodulina en estas células.!%/192

PRODUCTOS FINALES DE LA GLUCOSILACION AVANZADA Y
COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS

Se ha planteado que los PFGA pueden participar en el desarrollo de las
complicaciones microvasculares y macrovasculares de la DM por medio de los
mecanismos siguientes: 1%

- Provocando modificaciones fisicoquimicas en disimiles biomoléculas y, en
consecuencia, alteraciones estructurales y funcionales de las moléculas
glucosiladas.

- Produciendo alteraciones de varios procesos bioldgicos, efecto mayormente
mediado por la unién de las moléculas modificadas al receptor de PFGA.

- Incrementando la produccién de radicales libres, con aumento del estrés
oxidativo.

Tanto en hombres como en animales de experimentacion, se ha observado una
asociacién entre el nivel de acumulacion de proteinas modificadas por los PFGA vy la
severidad de las complicaciones microangiopaticas. La inyeccidon de proteinas
modificadas por PFGA en animales de experimentacién no diabéticos, ocasiona el
desarrollo de complicaciones microvasculares en estos.!%3
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La administracion de aminoguanidina es capaz de inhibir el desarrollo y la
progresion de las complicaciones microvasculares en la DM. La vasodilatacién, el
incremento del flujo sanguineo y el aumento de la permeabilidad capilar,
constituyen las manifestaciones tipicas del comienzo de la microangiopatia
diabética. Es conocido que las proteinas modificadas por los PFGA son capaces de
producir estos cambios y, ademas, de alterar el enlace del heparan sulfato con
otros componentes de la matriz extracelular, lo que influye también en el
incremento de la permeabilidad capilar debido a la pérdida de los sitios aniénicos.'%*

RETINOPATIA

En esta complicacién microangiopatica aparecen alteraciones de la interaccién
célula-matriz en la pared microvascular, lo cual puede ser consecuencia de las
modificaciones de las glucoproteinas estructurales por los PFGA. La expresion de
receptores de PFGA por las células vasculares de la retina, sugiere que estos estan
implicados en la patogenia de la retinopatia diabética. En estudios experimentales
realizados en retina de bovinos, se ha observado que la acumulacion excesiva de
PFGA puede tener una accién toxica sobre los pericitos y las células endoteliales.
Asi, se describen varias alteraciones estructurales encontradas en la retina afectada
por la hiperglucemia como, engrosamiento de la membrana basal de los capilares
retinianos y pérdida selectiva de pericitos con conservacion de las células
endoteliales; esto ultimo contribuye a la aparicién de la hiperpermeabilidad tipica
que presentan estos vasos. Por otro lado, también se ha precisado que la presencia
de microaneurismas retinianos, se correlaciona directamente con la desaparicién de
los pericitos, porque con esto se produce un debilitamiento de la pared vascular y
aparecen en esta, zonas de menor resistencia, con eventracion, y dan origen a las
saculaciones aneurismaticas propias de la retinopatia diabética.!?*1%®

En la microangiopatia retiniana diabética, la ruptura de la barrera vascular permite
el paso de lipoproteinas, fundamentalmente LDL, que se depositan en la retina y
pueden glucosilarse in situ. La LDL glucosilada puede facilitar la trombosis de los
vasos retinianos y tiene una accion toxica sobre las células endoteliales de los
capilares de la retina y sobre los pericitos.'?” Por otra parte, el edema retiniano es
provocado por el efecto oncético de las macromoléculas que se filtran y los factores
de crecimiento angiogénicos, aumentan como respuesta a la hipoxia.!®>'%® Se ha
informado que los PFGA pueden aumentar la sintesis del factor de crecimiento
vasculoendotelial por los endoteliocitos retinianos.*%%:*1°

NEFROPATIA

Las concentraciones de PFGA circulantes en los individuos diabéticos depende, por
un lado, de la medida de su formacién debido al tiempo de exposicién prolongada a
la hiperglucemia y por otro, de la capacidad de aclaramiento renal, asi, el nivel de
PFGA en plasma en estos sujetos se correlaciona con el valor y el aclaramiento de
creatinina. Los niveles de PFGA son mas elevados, en particular, en aquellos
enfermos que tienen una nefropatia diabética avanzada,®*!!! y en ellos se aprecia,
ademads, un importante incremento de la enfermedad cardiovascular, lo que podria
explicarse por la accidon proaterosclerética de los PFGA.*12113

Los receptores de PFGA han sido detectados en cultivos de tejido de células
mesangiales e in vivo, por inmunohistoquimica, en una alta concentracion en los
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glomérulos de los sujetos diabéticos.*®*1%11> Sakaj y otros han demostrado en
biopsias renales de este tipo de paciente, el depdsito de PFGA en el glomérulo, el
mesangio, las células tubulares y la pared de los vasos glomerulares, y una
correlacién entre el grado de depdsito con la severidad de la lesién.'®

Las caracteristicas principales de la glomerulopatia diabética son la proteinuria, la
expansién mesangial y la esclerosis focal, y se han descrito diversos mecanismos
mediante los cuales los PFGA intervienen en el surgimiento del dafo renal como, su
efecto citotoxico sobre las células endoteliales y mesangiales del glomérulo, las
modificaciones estructurales y funcionales del colageno tipo IV, y el aumento de la
tasa de sintesis de este nivel renal.!'”:18

En los pacientes diabéticos con hiperglucemia crénica, estd aumentada la filtracion
de albumina debido, en parte, a la pérdida de la carga negativa de la lamina propia
interna de la membrana basal glomerular y a la afectacidén de la lamina densa de
esta misma membrana, provocada por la glucosilacion de las fibras de proteina de
esta Ultima 1dmina.'%>11%12° De alguna manera, la alteracidn de la laminina
(proteina estructural dominante de la matriz extracelular) por los PFGA, provoca
trastornos en el autoensamblaje de la membrana basal glomerular, lo que
compromete, a su vez, la integracién a esta superestructura de los otros
componentes principales del andamiaje molecular que la forman como, el coladgeno
tipo IV y los proteoglucanos, sobre todo, el heparan sulfato. Este proteoglucano es
precisamente la molécula clave, en lo que respecta a proporcionar la carga negativa
a la membrana basal glomerular, por lo que su escasez en esta estructura es la
principal responsable de la aparicién de la hiperfiltracion de las proteinas
plasmaticas y, en consecuencia, de la microalbuminuria que ocurre en la nefropatia
diabética. 10211912

Por otro lado, las células endoteliales de las capilares glomerulares fagocitan PFGA,
en particular, alblmina glucosilada, y los transfieren hacia el mesangio, donde
estos productos alteran profundamente la capacidad contractil y fagocitica de las
células mesangiales. Como consecuencia de esto, aumenta la acumulacion de
matriz mesangial y debido a ello se engruesa la membrana basal de los capilares
glomerulares y se produce un lento "estrangulamiento"” de estos, lo que,
finalmente, disminuye la capacidad renal de filtracién glomerular y comienza con
ello la insuficiencia renal,101:119:120-123

Estructuralmente, con el microscopio éptico se observan, en una primera etapa de
la enfermedad, lesiones difusas, que se presentan como acumulacion de una
sustancia amorfa en la pared de los capilares glomerulares y en el mesangio, que
se tifie con el acido periddico de Shiff y, posteriormente, estas lesiones evolucionan
agrupandose y formando nddulos, lo que constituye la forma nodular de la
enfermedad renal diabética, descrita por primera vez por Kimmelstiel y Wilson, en
1936, que se ha dicho es patognomodnica de la diabetes mellitus.'?%12°

PRODUCTOS FINALES DE LA GLUCOSILACION AVANZADA,
ATEROSCLEROSIS Y DIABETES MELLITUS

La aterosclerosis es un fendmeno intimamente ligado a la patogenia de la
macroangiopatia diabética y sus consecuencias clinicas, como la cardiopatia
isquémica, la arteriopatia periférica y la enfermedad cerebrovascular.'?¢1?’
Tradicionalmente, se le ha atribuido una gran responsabilidad a los trastornos
lipidicos que ocurren en la diabetes mellitus, en el origen de la aterosclerosis severa
qgue manifiestan los diabéticos; sin embargo, hoy se conoce que el aumento de
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VLDL, IDL y LDL que tienen estos sujetos, no es el Unico responsable del
surgimiento del proceso aterosclerético que aquejan, sino que el incremento del
estrés oxidativo y de los PFGA también tiene un papel protagodnico en la patogenia
de la aterosclerosis del diabético.'?”*%°

Se sabe que el colageno glucosilado de la pared arterial puede atrapar las LDL de
forma definitiva y entonces, estas se acumulan en la subintima, donde sufren
oxidacion y posterior fagocitosis por los macréfagos residentes, que se van
convirtiendo asi progresivamente en células espumosas, principal componente del
nucleo de las placas de ateroma. Al mismo tiempo, la LDL oxidada produce
activacion de la célula endotelial y como consecuencia, esta Ultima comienza a
sintetizar matriz extracelular, lo que favorece la aparicion del componente fibrético
de la placa ateromatosa. Por otra parte, la activacidon de los monocitos macroéfagos
por los PFGA a través de receptores-PFGA, ocasiona que estos incrementen su
sintesis de citoquinas proinflamatorias que contribuyen a aumentar el dafio
vascular, lo cual favorece la aterogénesis. 30132

Varios estudios clinicos han demostrado que los niveles de LDL-PFGA en suero se
hallan muy elevados en los individuos diabéticos y que puede afectarse tanto el
componente lipidico como el proteico de las LDL.1**13* Asi, en el caso de los
diabéticos, los apo-PFGA son dos veces mas frecuentes que en individuos no
diabéticos, y se ha descrito la glucosilacién de la apo Bigg, las apo A y las apo E.*®

En lo que respecta a la HDL, se ha comprobado que la magnitud de la activacién de
la lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT) por la apo A-I glucosilada es inferior a la
que se produce por la apo A-I nativa. Esto interfiere en el transporte reverso de
colesterol, del cual es responsable la HDL, lo que implicaria una disminucion del
retorno del colesterol al higado, quedando entonces una mayor cantidad circulante
de este, que puede depositarse en las paredes arteriales.'® Asimismo, la
glucosilacién de la LDL disminuye su captacidon hepatica, aumentando
consecuentemente su nivel y tiempo de circulacion en el plasma, y su poder
aterogénico.'3>13¢

PREVENCION DE LOS EFECTOS PERJUDICIALES DE LOS
PRODUCTOS FINALES DE LA GLUCOSILACION AVANZADA

Se han realizado diversas investigaciones encaminadas a la busqueda de medidas
terapéuticas dirigidas a contrarrestar la formacion de los PFGA, asi como sus
efectos perjudiciales sobre los tejidos del organismo. Evidentemente, la forma mas
efectiva de disminuir el proceso de glucosilacién y la formacidon de PFGA radica en el
alcance de un control glucémico éptimo y, por otro lado, también es importante
lograr un perfil lipidico adecuado mediante la indicacién de medidas dietéticas y(0)
farmacoldgicas.

Una estrategia posible consiste en evitar el avance de la cascada de reacciones que
dan lugar a los PGFA, mas alla del surgimiento de la base de Schiff, lo que
conllevaria al bloqueo de la formacion de los compuestos carbonilicos altamente
reactivos, como el producto de Amadori y las especies reactivas dicarbonilicas, que
aparecen durante las primeras etapas de la glucosilacién.?* Los derivados
hidracinicos han sido los agentes farmacoldgicos a los que se les ha encontrado una
mayor efectividad en este sentido y, de ellos, el mas conocido y eficaz es la
aminoguanidina, cuya estructura y propiedades fueron descritas por primera vez en
1986 por Brownlee.%*137:138
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Con el descubrimiento de la aminoguanidina, se abrid una nueva era en la
prevencién de las complicaciones crénicas de la diabetes mellitus. Este farmaco
consiste en una molécula de bajo peso molecular y nucleofilica, que es capaz de
inhibir el entrecruzamiento ocasionado por los PFGA entre las proteinas del plasma
y el colageno, asi como el que se produce entre las cadenas polipeptidicas de una
misma proteina entre si. Posee una estructura similar a la alfa-hidroxihistidina,
compuesto que disminuye la filtracidon vascular glomerular inducida por la diabetes,
al mismo tiempo que ejerce un efecto reductor sobre los niveles de histamina. Los
compuestos hidrazinnucleofilicos son capaces de interactuar con los grupos
carbonilo de diversos compuestos bioldgicos como, la glucosa, el piridoxal (vitamina
B6) y diversos cofactores, y presentan un grupo aminoterminal que tiene una
mayor reactividad que los grupos amino de las proteinas del organismo, frente a los
compuestos carbonilicos intermediarios de la reaccion de glucosilacion. La
aminoguanidina reacciona fundamentalmente con intermediarios decarbonilicos no
enlazados a proteinas y que forman parte de la primera etapa de la glucosilacion,
como la 3-desoxiglucosona, y bloquea asi la secuencia reaccional que conduce a la
formacion de PFGA; por lo tanto, este farmaco puede prevenir la formacion de
productos proteicos vy lipidicos glucosilados, interrumpiendo el circulo vicioso de la
reaccidn glucosilativa-oxidativa.'37:138

Asimismo, se han realizado disimiles investigaciones con el objetivo de conocer el
efecto especifico de la aminoguanidina sobre cada una de las complicaciones tardias
de la DM. En la retina, por ejemplo, se ha comprobado que evita la excesiva
formacion de PFGA en los microvasos retinianos, reduce la formacion de capilares
acelulares y de microaneurismas, y disminuye la pérdida de pericitos.'3!*° En el
rifdn, evita el incremento y la acumulacidon de PFGA, el aumento del volumen
mesangial y del grosor de la membrana basal glomerular, y previene la excrecion
urinaria de albamina.!®*!%142 por su parte, con el uso de la aminoguanidina en
animales de experimentacién, se ha logrado mejorar la velocidad de la conduccién
nerviosa de las fibras sensitivas y motoras y con ello su excitabilidad, ademas,
mejorar la amplitud de los potenciales de accidn de los nervios periféricos y evitar
la atrofia axonal.!*3144

En relacion con las complicaciones macrovasculares, se ha comprobado que la
aminoguanidina inhibe la peroxidacion lipidica in vivo y la captura por los
macrdéfagos de las LDL oxidadas, ademas, puede reducir el desarrollo de placas
ateroscleréticas sin alterar los niveles séricos de colesterol, y aumentar la
elasticidad de las grandes arterias y disminuir la extravasacién a través de su
pared.'3!*° por otra parte, la aminoguanidina es capaz de bloquear la accién de la
enzima aminooxidasa semicarbazida-sensible, que cataliza la desaminacion de la
metilamina, dando como productos finales formaldehido y peroxido de hidrégeno.
La actividad de esta enzima se encuentra aumentada en los sujetos con DM y en
aquellos con hepatopatias; y los PFGA de la reaccion en la que intervienen se han
reconocido como citotdxicos y causantes de dafio en las células endoteliales.'*® Es
conocido que el formaldehido es un agente fijador de proteinas, capaz de inducir el
entrecruzamiento de sus cadenas polipeptidicas constituyentes mediante la
formacion de puentes de metileno, lo que provoca cambios estructurales
significativos en estas. El aumento de la produccién de formaldehido y su elevacion
en sangre, pudiera ser un factor mas que propicie el endurecimiento de los vasos
sanguineos observados en los diabéticos.

Asimismo, la aminoguanidina también se ha empleado para tratar la amiloidosis
asociada con el tratamiento hemodialitico, en el caso de los individuos diabéticos o
no que padecen una insuficiencia renal crénica, porque se ha demostrado que en la
patogenia de esta complicacién renal esta implicada la acumulacién de un PFGA,
como la beta-2-microglobulina-PFGA, en el coldgeno y otros tejidos.*’
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También, en cuanto a terapéutica, se ha precisado la capacidad antiglucosilante de
otros compuestos, entre los que se encuentran, la D-lisina, que se ha comprobado
que disminuye la glucosilacion del colageno e inhibe la polimerizacidon de las
proteinas glucosiladas,*®*°y la morfolinoetil aminoguanidina, un derivado de la
aminoguanidina.'®® Asimismo, constituye un hecho relativamente reciente el
descubrimiento de las amadorinas, moléculas capaces de bloquear, mediante un
mecanismo diferente al descrito para la aminoguanidina, la conversién de los
productos de Amadori en PFGA, constituyendo la piridonina, un analogo de la
vitamina Bg, la mas potente de estas sustancias.”?

Por ultimo, dado que la glucosilacion y la oxidacién son dos fendmenos que estan
intimamente relacionados, esto ha dado lugar a que algunos autores utilicen el
término glucooxidacién. Se ha propuesto el empleo de agentes quelantes capaces
de inhibir la generacién de radicales libres (EDTA, DETAPAC) y de antioxidantes,
como el tocoferol (vitamina E), el acido ascérbico (vitamina C) y la coenzima Q,
para disminuir las nefastas consecuencias del fenémeno glucosilativo.'?”

CONSIDERACIONES FINALES

Los PFGA desempeiian un papel importante en el desarrollo de las complicaciones
microvasculares y macrovasculares en el sujeto diabético. La glucosilaciéon no
enzimatica puede afectar por si misma tanto a las proteinas como a los lipidos y al
ADN del organismo, pero también esto puede ocurrir por medio del incremento del
estrés oxidativo que la acompanfa. El logro de un control metabdlico estricto de la
glucemia ha sido clasicamente la mejor medida para evitar la aparicién de las
complicaciones, en general, en el estado diabético. En la actualidad, la terapéutica
farmacolodgica con agentes que inhiben la formacion de PFGA o tienen accién
antioxidante, constituye otra alternativa terapéutica para la prevencion y solucion
del problema de las complicaciones crénicas de la DM.
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