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Glycation and protein crosslinking
in the diabetes and ageing pathogenesis

ABSTRACT

Long exposition to hyperglycemia is associated with develop-
ment of vascular diseases in diabetic patients. Many of these
effects are mediated by non-enzymatic glycosylation (glyca-
tion) of proteins and formation of advanced glycation end-
products (AGEs). This phenomenon is accelerated in
conditions where glucose concentration is chronically high, as
it happens in diabetes mellitus. AGE formation is associated
with structure-function alterations of proteins such as colla-
gen, and particularly in tissues where these products are ac-
cumulated. A number of studies have demonstrated that
AGEs can act as mediators, not only for the development of
chronic complications of diabetes, but also in those related to
ageing, nephropathy, Alzheimer’s disease and erectile dys-
function, among others. In this paper, information generated
about formation and accumulation of AGEs, including its bio-
logical effects and their participation in the development of
complications in diabetes mellitus and other process such as
ageing is revised. In addition, therapeutic strategies and a new
methodology to measure glycation products are also considered.

Key words. Advanced glycation end-products (AGEs). Gly-
cation. Non-enzymatic glycosylation. Hyperglycemia. Diabe-
tes. RAGE.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad metaboli-
ca cronico-degenerativa, caracterizada por concen-
traciones persistentemente elevadas de glucosa en la
sangre. Constituye un factor de riesgo para las en-
fermedades cardiovasculares, incluyendo, la insufi-
ciencia cardiaca y problemas circulatorios y es

RESUMEN

Diversos estudios han establecido que la exposicion prolongada
a la hiperglucemia es el factor primario asociado con el desa-
rrollo de enfermedades vasculares en pacientes diabéticos. La
evidencia sugiere que muchos de estos efectos son mediados por
la glucosilaciéon no enzimatica (o glicacién) de proteinas que
lleva a la formaciéon de los llamados productos finales de
glucosilaciéon avanzada (AGEs por sus siglas en inglés). Este
proceso se acelera en condiciones en que la concentracién de
glucosa se mantiene elevada por tiempos prolongados, como
ocurre en la diabetes mellitus, alterando la estructura y fun-
cién de proteinas como la coladgena, asi como de los tejidos en
los cuales estos productos se acumulan. Los resultados expe-
rimentales demuestran que los AGEs pueden actuar como
mediadores, de la patogénesis de las complicaciones crénicas
de la diabetes y de patologias relacionadas con el envejecimien-
to, tales como nefropatia, Alzheimer y disfuncién eréctil. En
este articulo se revisa la informacién que a la fecha se ha ge-
nerado en relacién con la formacién y acumulacién de AGEs,
sus efectos bioldgicos, su participacién en las complicaciones
asociadas a la diabetes y al envejecimiento, las estrategias te-
rapéuticas para evitar o corregir los dafios causados por estos
productos y la estandarizacién de métodos para medir su con-
centracion.

Palabras clave. Productos finales de glucosilacién avanza-
da (AGEs). Glicacién. Glucosilacién no enzimatica. Hiperglu-
cemia. Diabetes. RAGE.

también causa principal de ceguera y pérdida de la
funcién renal. La incidencia de diabetes, particular-
mente tipo 2, se ha incrementado de manera alar-
mante y se estima que para el afio 2010 habra
alrededor de 221 millones de personas diabéticas en
el mundo, con el consecuente impacto econdmico y
psicosocial.! La diabetes es actualmente la primera
causa de muerte en la poblaciéon mexicana. La pato-

Revista de Investigacion Clinica / Vol. 61, Nim. 6 / Noviembre-Diciembre, 2009 / pp 505-520



génesis de las complicaciones de la diabetes mellitus
es a la fecha un aspecto muy importante en la inves-
tigacion sobre esta enfermedad.

La vejez es una etapa de la vida que abarca una
sucesion de cambios en distintos procesos bioquimi-
cos, determinando alteraciones estructurales y fun-
cionales en los diversos tejidos del organismo. El
aumento de la expectativa de vida ha originado el en-
vejecimiento de la poblacién humana y por consi-
guiente un incremento relativo de las enfermedades
asociadas a éste.?

Los azUcares, sobre todo la glucosa, reaccionan
de manera no enzimatica con proteinas, desencade-
nando una serie de reacciones que finalmente llevan
a la formacién de AGEs. La tasa de produccion de
AGEs se incrementa en condiciones en las que como
la diabetes, los niveles de glucosa permanecen eleva-
dos. Como consecuencia, la glucosilacion no enzima-
tica modifica de manera irreversible a las proteinas,
principalmente aquéllas de vida media larga como la
colagena, las cuales se acumulan modificando a su
vez la arquitectura y propiedades funcionales de los
tejidos; entre éstos, el de la membrana basal de
los vasos sanguineos. En este sentido, diversos estu-
dios experimentales sugieren que los AGEs tienen
un papel muy importante en las complicaciones aso-
ciadas a la diabetes y al envejecimiento, como: nefro-
patia, retinopatia, Alzheimer, disfuncidn eréctil y
testicular, aterosclerosis, neuropatia, disminucién
de la elasticidad cutanea y fibrosis pulmonar.3’

ENLACE ENTRE HIPERGLUCEMIA,
ENVEJECIMIENTO Y SUS COMPLICACIONES

La fuente de energia celular més importante es la
glucosa, ésta se almacena como glucégeno, principal-
mente en el higado. El glucégeno se moviliza y se
convierte en glucosa por la glucogendlisis, cuando la
concentracién de glucosa sanguinea es baja. Las cé-
lulas beta del pancreas producen la hormona insuli-
na, en respuesta a niveles altos de glucosa. La
insulina favorece la incorporacion de glucosa, hacia

el interior de las células, para que éstas la utilicen
como combustible, manteniendo a la vez la concen-
tracion de glucosa en la circulacion, dentro del para-
metro normal. En la diabetes tipo 1, el pancreas no
produce o produce muy poca insulina, en la diabetes
tipo 2, las células no responden normalmente a la
insulina que se produce, condicion conocida como
resistencia a la insulina. En ambos casos se evita o
dificulta la entrada de glucosa en las células muscu-
lares y adipocitos, que normalmente son las princi-
pales consumidoras de glucosa, aumentando sus
niveles en la sangre (hiperglucemia). Por el contra-
rio, en el resto de las células, que no requieren de
insulina para el ingreso de la glucosa, se produce un
incremento en la concentracion de glucosa intracelu-
lar (hiperglucemia intracelular).

Durante el envejecimiento ocurren cambios bioqui-
micos, fisioldgicos y morfolégicos, entre otros. Posible-
mente, muchos de estos cambios son efectos acumulati-
vos de las lesiones y afectaciones que ha ido sufriendo
el individuo a lo largo de la vida, que lo llevan a desa-
rrollar patologias caracteristicas de la vejez.

Mucho se desconoce acerca de las vias bioquimicas
gue relacionan la hiperglucemia crénicay el envejeci-
miento, con el dafio a los tejidos y sus alteraciones
morfofuncionales. Se han propuesto varios mecanis-
mos como responsables para explicar esta relacion.
En la hiperglucemia:

< Aumento en la actividad de la via de los polioles o
del sorbitol.

= Hiperactividad de la proteina cinasa C.

= Activacion de la via de las hexosaminas.

e Incremento en la formacion y depédsito de
AGEs.1819

En el envejecimiento, se ha propuesto el incre-
mento en la formacidn y depésito de AGEs. Se con-
sidera que cada una de estas vias participa en el
dafio tisular, de manera especifica. Asimismo, todas
ellas estan en estrecha relacién con la generacion
de especies reactivas de oxigeno, por lo que el in-

Glicoxidacion Nefropatia
Hiperglucemia Estrés Alzheimer
oxidativo AGEs Neuropatia
Envejecimiento <::| Disfuncion eréctil
etc.

Figura 1. Enlace entre hiperglucemia, envejecimiento y sus complicaciones. El enlace esta constituido por el estrés oxidativo y la formacion de
AGEs, entre otros. Estos dos factores son, a su vez, conducidos reciprocamente por el proceso de glicoxidacion.
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cremento en el estrés oxidativo, también ha sido
propuesto, tanto en la hiperglucemia como en el en-
vejecimiento.2202

De acuerdo con lo anterior y a los conceptos que
mencionaremos mas adelante, se considera que el en-
lace entre la hiperglucemia y el envejecimiento, con
el dafio a los tejidos, esta constituido entre otros,
por el incremento del estrés oxidativo y la excesiva
produccién y acumulacion de AGEs,??* como se
describe en la figura 1.

FORMACION DE AGES

La glucosilacién no enzimatica es una modifica-
cion postraduccional de las proteinas. Fue descu-
bierta por el quimico francés Louis-Camille Maillard
en 1912,%5 estudiando la pérdida de lisina en los ali-
mentos conservados cuando éstos son ricos en pro-
teinas y glucidos. La glucosilacion no enzimética o
reaccion de Maillard y recientemente llamada glica-
cion, modifica las propiedades fisicoquimicas de las
proteinas y consecuentemente su actividad bioldgica.
Se debe a la reaccion entre el grupo carbonilo de
azucares reductores como la glucosa, fructosa, ga-
lactosa, manosa y ribosa, con los grupos amino li-
bres, principalmente con el amino terminal y con los
de lisina y arginina, en ese orden de reactividad y
sin la participacion de enzimas.?®22 El primer pro-
ducto generado es una aldimina denominada base de
Schiff, y se forma en unas cuantas horas. En la base
de Schiff ocurre el reacomodo interno de la doble li-
gadura para formar una cetoamina, llamada produc-
to de Amadori o fructosamina, la cual alcanza el
equilibrio en pocos dias.?®*? Estas dos reacciones
son reversibles y consecutivas. La hemoglobina glu-
cosilada (HbA1c) es un producto de Amadori y se
utiliza para monitorear el control de la glucemia en
pacientes diabéticos.

Una vez formados los productos de Amadori,
éstos sufren una serie de reacciones de deshidrata-
cion, eliminaciones B-sucesivas, condensacion y oxi-
dacién,3?-3* generandose un grupo heterogéneo de
residuos o aductos unidos a proteinas Illamados pro-
ductos finales de glucosilacion avanzada (AGEs, por
Advanced Glycosylation End-Products o Advanced
Glycation End-Products).3® Este altimo proceso es
irreversible y toma semanas o meses, por lo que ocu-
rre principalmente sobre proteinas de vida media
larga como las que forman parte de la matriz extra-
celular, entre éstas, colagena, elastina, mioglobina,
mielina y cristalina.3036:37

Otras vias derivadas de la reaccidon de Maillard
llevan también a la produccién de AGEs, en muchos

casos a través de reacciones de oxidacion. Asi pues,
en el proceso de glicacion de proteinas, la formacion
de muchos de los AGEs incluye reacciones de oxida-
cion, llamadas en conjunto glicoxidacion, por lo que
el incremento de estrés oxidativo acelera la forma-
cion de estos productos. La glicoxidacion, a su vez,
contribuye al estrés oxidativo.221-24.38,39

En las vias alternas para la formacion de AGEs,
participan la glucosa, los a-hidroxialdehidos (glice-
raldehido y glicolaldehido) y los compuestos di-
carbonilo intermediarios u oxoaldehidos, altamente
reactivos (glioxal [GO], metilglioxal [MGQ] y 3-des-
oxiglucosona), generando seis diferentes clases de
estructuras AGEs (AGE-1-AGE-6). Estos se clasifi-
can en dos grupos, uno de ellos asociado a toxicidad
celular que incluye a los AGEs derivados de gliceral-
dehido (AGE-2) y de glicolaldehido (AGE-3), denomi-
nados AGEs téxicos (TAGE, por Toxic AGEs). El
otro grupo formado por los AGEs no téxicos, deriva-
dos de glucosa tales como AGE-1, carboximetil lisina
(CML), carboxietil lisina (CEL), pentosidina, pirra-
lina y crosslina, asi como los derivados a partir de
MGO, GO y 3-desoxiglucosona (AGE-4, AGE-5 y
AGE-6, respectivamente), llamados hidroimidazolo-
nes (Figura 2). Estos ultimos, a su vez, forman los
correspondientes productos de entrecruzamiento o
dimeros de lisina: GOLD, MOLD y DOLD.40:41

La glucosa es el azlcar reductor mas abundante en
el organismo y el que mas participa en las reacciones
de glicacién, aunque a una tasa mas lenta que otros
carbohidratos. En la circulacion sanguinea se en-
cuentra mayoritariamente la glucosa, que es en este
sentido, el azicar menos toxico, lo que representa
una ventaja evolutiva para todas las especies.*?43 Por
otro lado, la glicacién ocurre preferentemente en los
grupos amino libres de las proteinas, pero también
con los de otras biomoléculas como las apolipoprotei-
nas, las lipoproteinas de baja densidad (LDL), los li-
pidos y los &cidos nucleicos, a este respecto, el dafio
por glicacién del ADN se ha asociado con mutagéne-
sis y carcinogénesis.*44°

Los AGEs modifican las proteinas sobre las
cuales se producen. Estas proteinas modificadas, al
formarse sobre ellas los AGEs, se denominan protei-
nas-AGE, especificamente, la albimina sérica bovi-
na (BSA por sus siglas en inglés), la ribonucleasa y
la coldgena, se denominan BSA-AGE, RNAsa-AGE y
colagena-AGE, respectivamente. Todas ellas han
sido sintetizadas in vitro y utilizadas en una gran
variedad de estudios experimentales.*811:46.47

Los AGEs son de naturaleza y origen enddgeno;
sin embargo, también se pueden adquirir a partir de
fuentes exdgenas como por ejemplo: el humo del ta-
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baco y algunos alimentos y bebidas procesados. A
este respecto, Goldberg, et al.*® demostraron que la
coccidn a altas temperaturas (asar, freir, rostizar)
incrementa significativamente el contenido de AGEs
en los alimentos, mientras que a baja temperatura
(hervir, cocinar al vapor), por tiempos cortos y con
abundante cantidad de agua, el contenido de AGEs
es menor. Estos autores observaron ademas que la
digestiéon de dichos AGEs exdgenos o glicotoxinas,
libera a la circulacion péptidos-AGE capaces de for-
mar enlaces covalentes con otras proteinas, favore-
ciendo su acumulacién en los tejidos.

ESTRUCTURA DE AGES

Los AGEs son compuestos estructuralmente hete-
rogéneos, ademas de inestables y reactivos. Muchos
de estos productos son fuertemente pigmentados y
algunos de ellos fluorescentes, asimismo, algunos
tienen la propiedad de formar entrecruzamientos
AGE-AGE.

Entre los diferentes tipos de AGEs (Figura 3), la
CML y la pentosidina (productos de glicoxida-
cion),344049-52 5on |os que méas comunmente se for-
man tanto in vitro como in vivo,1”5%5 ya que han
sido detectados en varios tejidos,®® particularmente
la CML.1655 _La CML se forma a partir del producto
de Amadori de glucosa o treosa, a través de fragmen-

tacién oxidativa catalizada por metales y por autoxi-
dacion de la glucosa o ascorbato y también por una
via lipoxidativa.>®-58 La pentosidina es un producto
de entrecruzamiento entre lisina y arginina, es fluo-
rescente, y se forma a partir de precursores carbohi-
dratos, incluyendo glucosa, ribosa, acido ascérbico y
3-desoxiglucosona.>® 6% Asimismo, un producto AGE
denominado arginina-lisina imidazol (ALI), no fluo-
rescente y sensible a acidos, fue aislado y caracteri-
zado recientemente. Al parecer ALI constituye el
AGE mas abundante que se forma tanto in vitro
como in vivo.5?

Los estudios realizados a la fecha, sugieren que
los AGEs conocidos constituyen sélo una pequefia
fraccion de aquellos que se producen in vivo.62 Ade-
mas, se considera que muchos AGEs patolégicamen-
te importantes no son fluorescentes ni pigmentados
ni forman entrecruzamientos con otras proteinas, y
gue Unicamente constituyen biomarcadores de AGEs
mas dafiinos que se forman en el organismo.> Al
respecto Sato, et al.*? plantean que los TAGESs son
en realidad los que tienen un papel importante en
los procesos patofisioldgicos asociados con la forma-
cién de AGEs, entre ellos las complicaciones de la
diabetes.

A pesar de los avances, se desconocen en gran
medida, tanto los procesos que llevan a la formacion
de AGEs in vivo, como la estructura de los mismos;
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Figura 3. Estructura quimica
de varios AGEs y sus nombres
triviales.

sin embargo, se considera que los AGEs obtenidos in
vitro bajo condiciones similares a las fisioldgicas,
comparten epitopes y dominios comunes con las pro-
teinas modificadas por AGE in vivo.

RECEPTORES DE AGES

Los receptores para AGEs han sido identificados
en la superficie de macrdéfagos, células endoteliales,
células mesangiales, fibroblastos, células del epitelio
glomerular (podocitos), y neuronas, entre otras. El
papel preciso de los receptores de AGEs, en los even-
tos patolégicos no es claro y actualmente existe
controversia de cuales promueven o limitan la dis-
funcién de 6rganos y tejidos. A la fecha se han des-
crito dos grupos de receptores: uno representado por
RAGE asociado con estrés oxidativo, crecimiento y
procesos inflamatorios, a través de vias de sefializa-
cion intracelular y el otro relacionado con los proce-
sos de degradacion y eliminacion de AGEs, asi como
de resintesis de las proteinas eliminadas por esta
via. Este ultimo grupo incluye al receptor carrofiero
de macrdéfagos clase A tipos | y 11 (MSR-ALI, -All) y
clase B tipo | (MSR-BI) y CD36, oligosacaril transfe-
rasa-48 (OST-48 o AGE-R1), fosfoproteina 80K-H
(AGE-R2), galectina-3 (AGE-R3), FEEL-1y FEEL-2,
lisozima, lactoferrina y lipoproteina de baja densi-
dad semejante a lectina oxidasa-1 (LOX-1).63-70

RAGE es un receptor transmembranal de 35 kDa,
perteneciente a la superfamilia de inmunoglobulinas
de superficie.188571 Consiste de cinco dominios es-
tructurales: el dominio citosélico de 43 aminoécidos,
responsable de la transduccién de la sefial intracelu-
lar, el dominio transmembrana que participa en el
anclaje del receptor a la membrana, dos dominios
constantes y uno variable en el extremo NH, res-
ponsable de la unién al ligando.®%72 Se han identifi-
cado numerosas isoformas de RAGE. Una de éstas,
pierde el dominio citosélico, pero se mantiene ancla-
do a la membrana, se llama RAGE dominante negati-
vo (DN-RAGE) y es incapaz de activar vias de
sefalizacién intracelular, después de unirse al ligan-
do. Otras isoformas de RAGE carecen de los dominios
transmembrana e intracelular, éstas constituyen el
dominio extracelular soluble del receptor, por lo que
se cree que son formas secretadas y se les denomina
RAGE soluble (sRAGE), que incluye al RAGE endé-
genamente secretado (esRAGE) (Figura 4). Estas
formas heterogéneas de SRAGE son secretadas a la
circulacion y participan en la captura de productos
de glicacion avanzada, funcionando como receptores
sefiuelo, por su capacidad de neutralizar o inhibir
los efectos dafinos de los AGEs.”37>

Varios autores han evaluado la relacion entre la
concentracién sérica de SRAGE, asi como especifica-
mente de esRAGE y diversas enfermedades vascu-
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lares y metabdlicas. La concentracion de estas iso-
formas solubles ha resultado elevada, en algunos pa-
decimientos y baja en otros.”* Por lo tanto, la
posibilidad de utilizar esta medicion como un factor
diagnostico o terapéutico, depende de la enfermedad
gue se trate.”678

ACUMULACION DE AGES

La informacion hasta la fecha indica que bajo condi-
ciones normales, la generacién de AGEs tiene un papel
importante en la remocioén de proteinas y remodelacion
de los tejidos. Los AGEs se forman a una tasa constan-
te, pero lenta en condiciones fisioldgicas, inicidndose en
el desarrollo embrionario con acumulacién progresiva,
por lo que se encuentran en exceso durante las etapas
de envejecimiento. En la insuficiencia renal se observa
la acumulacion plasmatica de AGEs, por falla en sus
mecanismos de eliminacién. En la diabetes en donde las
concentraciones de glucosa se mantienen elevadas por
tiempos prolongados, la produccion y acumulacién de
AGEs ocurre a una tasa mayor, asi como sus efectos de-
letéreos,18:32:40.79 y s asociacion con las complicaciones
cronicas de esta enfermedad,3820:6280-83 incluyendo la se-
veridad en las mismas.*11,50.84-86

Las proteinas-AGE se localizan en el plasma, en
el interior de macrofagos y células endoteliales, asi
como en la matriz extracelular.?93262.72 Sy acumula-
cion ocurre preferentemente en la pared arterial, en

nervios periféricos, en el mesangio glomerular y la
membrana basal glomerular y de otros capilares.
Por el contrario, los productos de Amadori como la
hemoglobina glucosilada se comportan de manera di-
ferente y no se acumulan indefinidamente, ya que en
ellos participan proteinas de menor vida media, con
tasas de degradacidn y eliminacion mas rapidas.

Asi pues, la formacion y depésito de AGEs ocurre
en diversos drganos, entre éstos, rifion, cristalino,
retina, cerebro, piel, ovario, intestino, pulmon y co-
razon.56.2087.88 Asimismo, en tejido peneano y testi-
cular se observa acumulacién de AGEs con elevada
expresion de la o6xido nitrico sintasa inducible
(iNOS).89-°1 Estas observaciones sugieren a la glica-
cion de proteinas como parte de la fisiopatologia de
la disfuncion eréctil que se observa en la diabetes y
en el adulto mayor.

PAPEL DE LOS AGES EN LAS
COMPLICACIONES DE LADIABETES Y
EL ENVEJECIMIENTO

Como se menciond previamente, los AGEs y sus
consecuencias patogénicas se producen y acumulan
en funcidn de la edad; sin embargo, en la diabetes és-
tos ocurren mas rapidamente. Por tales motivos se
considera a la diabetes como un proceso de envejeci-
miento acelerado. De esta manera, muchas de las
complicaciones ligadas a la diabetes mellitus (cata-
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ratas, hipertension, aterosclerosis, disfuncién eréc-
til, insuficiencia renal, artritis, retinopatia, neuro-
patia y Altzheimer) son prevalentes en sujetos de
edad avanzada. Por esta razon, se considera a la gli-
cacion de proteinas como uno de los factores asocia-
dos al envejecimiento.%

Los precursores en la formacion de AGEs in vivo
y su relevancia fisiolégica fueron descubiertos por
primera vez a mediados de los afios 70s, sobre la he-
moglobina.®® Se considera que la HbAlc no se rela-
ciona con dafio en los tejidos; sin embargo, Cohen y
Ziyadeh® informaron que la albimina-Amadori se
encuentra asociada con el desarrollo de nefropatia
en el diabético. En 1981 Monnier y Cerami?® recono-
cieron el significado de la formacion de AGEs, en las
complicaciones propias de la diabetes y el envejeci-
miento. Son estos productos de glicaciéon avanzada y
los entrecruzamientos que generan, los que se consi-
dera estan relacionados con la alteracion morfofun-
cional de los tejidos. De manera similar, los AGEs
contribuyen a la eventual disfuncion y muerte neu-
ronal como factores importantes en la progresion
de enfermedades neurodegenerativas como el Al-
zheimer y Parkinson,®”:% sobre todo dada la detec-
cién de productos de glicacién en el cerebro de
estos pacientes.

Entre los mecanismos a través de los cuales los
AGEs producen dafio a drganos y tejidos, se encuen-
tran los siguientes:

1. Modificacién de proteinas estructurales extrace-
lulares y formacion de entrecruzamientos.

2. Generacién de procesos de sefializacion intracelu-
lares a través de la union a receptores de mem-
brana.

3. Modificacion de proteinas intracelulares.

Modificacion de proteinas
estructurales extracelulares y
formacioén de entrecruzamientos

Uno de los mecanismos por los cuales los AGEs
afectan a los tejidos, se relaciona con cambios en la
estructura y funcién de la matriz extracelular. Una
de las causas es que, como se observo al incubar ten-
don de cola de rata con ribosa, la glicacion de cola-
gena disminuye su capacidad de asociacién con otras
moléculas del mismo tipo, asimismo, provoca expan-
sion del empaquetamiento molecular, lo cual inter-
fiere con el correcto ensamblaje de los tejidos.%® La
glicacion de la colagena o cualquier otra proteina de
la matriz extracelular favorece, a su vez, la genera-
cion de entrecruzamientos AGE-AGE, a través de en-
laces covalentes, formando estructuras dicarbonilo.
Los entrecruzamientos se producen entre diferentes
zonas de la misma proteina, o bien entre diferen-
tes proteinas. Estos no solo se forman entre protei-
nas de la matriz extracelular, sino también con
proteinas del plasma, que bajo condiciones normales
son de vida media corta (albumina, inmunoglobuli-
nas y lipoproteinas de baja densidad). Estos productos
de entrecruzamiento forman aglomerados insolubles
y resistentes a proteasas, produciendo engrosamien-
to de la membrana basal e hipertrofia de la matriz
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extracelular, en los vasos sanguineos, entre
otros®1:4497.98 (Figura 5).

En condiciones de hiperglucemia, la capacidad de
las proteinas-AGE para unirse a otras proteinas
puede continuar aln después de que la concentra-
cion de glucosa regrese a los valores de referencia.
Esta observacion sugiere que la correccion del estado
hiperglucémico no detiene el dafio tisular e indica
gue el aumento en las concentraciones de glucosa
ejerce un impacto fisioldgico a largo plazo, a través de
sus efectos sobre la glicacion y entrecruzamiento
de proteinas.?8%°

En los capilares sanguineos, el engrosamiento de
la membrana basal es caracteristica de las alteracio-
nes microvasculares de la retina y el glomérulo, entre
otros, en la diabetes, lo cual trae como consecuencia
aumento de la permeabilidad y reduccién de la luz y
la flexibilidad vasculares, estado protrombotico y dis-
minucion del flujo sanguineo.'”:°” Asimismo, los
AGEs promueven padecimientos macrovasculares. Al
respecto, niveles elevados de AGEs se asocian con el
incremento de enfermedad arterial coronaria en suje-
tos con diabetes tipo 2,419 aterosclerosis y glomeru-
losclerosis.'® En el dafio macrovascular, la formacion
de AGEs provoca defectos en la respuesta vasodilato-
ria e incremento de la permeabilidad.3?

Se postula que en el rifién del paciente diabético,
la acumulacién de AGEs en la matriz extracelular
glomerular contribuye a la nefropatia diabética.°
Estudios in vitro e in vivo han mostrado que en el
caso de la nefropatia diabética, la formacion de
AGEs en la colagena tipo 1V, laminina, fibronectina
y proteoglicanos heparan sulfato, proteinas que for-
man parte de la membrana basal glomerular, altera
la estructura de ésta.'®1%! Dichas moléculas, a su
vez, son las que aportan la carga negativa a la mem-
brana basal que evita el paso de proteinas. Estos
cambios traen como consecuencia la pérdida de las
propiedades de filtracion selectiva de la membrana
basal glomerular y, por lo tanto, la incapacidad del
glomérulo por retener proteinas, lo cual resulta en
proteinuria. Asi, pues, se considera que el rifidén
normal elimina eficientemente los AGEs circulantes,
pero que en la disfuncidn renal, y particularmente
en asociacion con la diabetes, estos productos se
acumulan en el suero.* Por lo tanto, en la nefropatia
diabética ocurre una alta tasa de produccion de
AGEs y éstos, a su vez, no son eliminados adecuada-
mente por el rifidn, lo cual exacerba el dafio.

La participacion de los AGEs en la progresion de
la nefropatia diabética se ha demostrado al adminis-
trar estos productos de manera prolongada a ratas y
ratones no diabéticos y observar que desarrollaron

cambios morfofisiologicos similares a dicha enferme-
dad, entre ellos proteinuria.102103

Generacion de procesos de
sefializacion intracelulares a través de
la unioén a receptores de membrana

Se considera que muchos de los efectos patologi-
cos de los AGEs se generan a través de su union a
los receptores especificos.

Como se ha estudiado en células endoteliales, la
interaccién de AGE con RAGE, en particular con los
TAGEs,*! activan vias de sefializacién intracelular,
gue incluyen la proteina cinasa C y las MAP cina-
sas, entre otras. Estas inducen la generacion de es-
pecies reactivas de oxigeno, via activacién de la
NADPH oxidasa, disfuncién de la cadena de trans-
porte de electrones mitocondrial y deplecidn de glu-
tation reducido (GSH) y vitamina C.104108 Estas
sefiales, aunadas al incremento de estrés oxidativo,
llevan a la activacidn del factor de transcripcién pro-
inflamatorio NF-kB, el cual, a su vez, después de
translocarse al nudcleo, incrementa la transcripcion
entre otras, de interleucina-1a e interleucina-6 (IL-
la, 1L-6), factor de necrosis tumoral-o (TNF-o), en-
dotelina-1, selectina-E, las moléculas de adhesion,
vascular-1 (VCAM-1) e intercelular-1 (ICAM-1) y el
propio RAGE. Asimismo, la unién de AGE con
RAGE disminuye la produccion de o6xido nitrico
(NO), al reducir la actividad de la 6xido nitrico sin-
tasa endotelial (eNOS).7%:106,109,110

El incremento del estrés oxidativo, a través de es-
tos procesos, favorece la ocurrencia de cambios poten-
cialmente dafiinos en la expresion génica, misma que
modifica la funcién celular por la induccién de res-
puestas inflamatorias, vasoconstriccién y expresion
de genes protrombdticos, eventos relacionados con
disfuncién endotelial y aterosclerosis.10-32,64.79,111,112

Estas observaciones sugieren fuertemente la par-
ticipacion del complejo AGE-RAGE en el desarrollo
de las complicaciones vasculares de la diabetes.!3

La unién de AGEs con receptores del tipo carro-
fiero en macrdéfagos, asociada al proceso de captura
y degradacién de proteinas-AGE, estimula la
produccién y liberacion de citocinas y factores de
crecimiento, tales como IL-1, TNF-a, factor de cre-
cimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor esti-
mulante de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF) y factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B). Estos, a su vez, inducen la prolifera-
cion celular y la sintesis de proteinas, que podrian
favorecer el reemplazo de las proteinas afectadas por
AGEs y la reparacion de los tejidos®6-°7114 (Figura 6).
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'ty entre otras, a la produccion de
i especies reactivas de oxigeno
| (ROS), disminucidn del 6xido ni-
trico (NO), activacion de NF-kB
y transcripcion de citocinas, mo-
léculas de adhesion celular y
RAGE. La combinacion de es-
: tos procesos lleva a reacciones
nwrh de inflamacion y aterosclerosis.
~ B. Los AGEs son fagocitados y
¥ degradados, via unién al recep-
f tor carrofiero. Este proceso se
asocia con la produccion y libe-
racién de citocinas y factores de
crecimiento, los cuales inducen
la proliferacion celular y la sinte-
sis de proteinas.

Sin embargo, en muchos casos la respuesta puede
ser anormal y llevar a alteraciones en la dindmica
del crecimiento celular con acumulacion de matriz
extracelular y activacion de los procesos de muerte
celular.1®

Modificacién de proteinas intracelulares

Hasta fecha reciente, se consideraba que los AGEs
se formaban solamente en macromoléculas extrace-
lulares, pero se ha demostrado que éstos también
se forman dentro de las células, como consecuen-
cia de la hiperglucemia intracelular. El proceso
de glicacion intracelular se lleva a cabo con la par-
ticipacion de azucares como glucosa-6-fosfato, glice-
raldehido-3-fosfato y fructosa, esta tltima derivada
de la via de los polioles, a una tasa mayor que
cuando ocurre con glucosa, es decir, extracelular-
mente. El factor bésico de crecimiento de fibroblas-
tos (bFGF), en células endoteliales,*? ademas de las
proteinas histonas de hepatocitos, en diabetes expe-
rimentalll® y en células beta de islotes de Langer-
hans,116 son ejemplos de proteinas intracelulares
modificadas por AGEs.117-118 Asimismo, se ha detec-
tado insulina glicada dentro de células beta pan-
creaticas y en plasma, con niveles elevados, en
ratones y sujetos, diabéticos. La glicacién afecta la
actividad biolégica de esta hormona y podria con-
tribuir a la resistencia a la insulina, en la diabetes
mellitus tipo 2.119120

Acerca del papel de los AGESs, nuestro grupo ha
evaluado el efecto de BSA-AGE sobre la reactividad
vascular de aortas de ratas macho con sindrome
metabodlico (SM). La vasoconstriccién de las aortas
no se afecté significativamente por la albGmina gli-
cada y sin glicar. Sin embargo, tanto la BSA como
la BSA-AGE disminuyeron la relajacidn vascular en
las aortas de ratas control en un 35%, mientras que
en las aortas de ratas con SM no tuvieron efecto
significativo, aunque en estas ultimas hubo incre-
mento de RAGE, lo cual sugiere que el posible efec-
to de AGE-BSA sobre la funcion vascular, no es
mediada por el receptor. Se concluyé que la BSA 'y
la BSA-AGE inhiben la relajacion vascular mediada
por NO en anillos aérticos control. En ratas con
SM este efecto no es evidente debido a posibles alte-
raciones en las células endoteliales como conse-
cuencia de la enfermedad.?!

DEGRADACION Y ELIMINACION DE AGES

Bajo condiciones fisiologicas, la generacién de
AGEs ocurre de manera constante y en equilibrio,
por mecanismos de degradacién y eliminacion de los
mismos. Este proceso ocurre a través de un meca-
nismo de endocitosis mediada por receptores como el
carrofiero de macrofagos y previene contra los efec-
tos deletéreos secundarios a la acumulacion de di-
chos productos.6566.70.72,122-125 Alteraciones en la
eliminacion de los AGEs conduce a la acumulacion
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de los mismos. Estas son debidas en parte a la resis-
tencia de las proteinas glicadas a su degradacion,
asi como a su limitada capacidad de eliminacion,
particularmente en la hiperglucemiay en la falla re-
na|_18,57

La protedlisis de AGEs produce péptidos-AGE y
aductos-AGE libres (aductos de AGE unidos a uno o
dos aminoécidos), los cuales son liberados a la cir-
culacion. Los aductos-AGE son eliminados directa-
mente por via renal, mientras que los péptidos-AGE
son retomados por endocitosis en el tabulo proximal
del rifion y degradados en aductos-AGE, aunque mu-
chos péptidos-AGE regresan a la circulacign.126.127
Estos péptidos-AGE se unen covalentemente a otras
proteinas como colagena, LDL plasmética y fosfoli-
pidos, por lo que se considera constituyen una se-
gunda generacion de AGEs mas reactivos y
agresivos que los AGEs de los cuales derivan!®.36.44
(Figura 7). Estos AGEs mas reactivos, se incremen-
tan en situaciones de dafio renal, mas aun asociado
a diabetes mellitus, por lo que probablemente contri-
buyen a acelerar el dafio vascular extrarrenal en es-
tos pacientes.*126

Estudios in vitro sugieren que la insulina acelera
la captura endocitica de proteinas-AGE mediada por
el receptor carrofiero de macréfagos.'2812° Asimis-
mo, recientemente se ha informado la presencia de
autoanticuerpos contra AGEs en pacientes con dia-
betes mellitus tipo 1 y en ratas diabéticas. El papel

bioldgico de estos anticuerpos no es claro, pero se
considera que podrian constituir un mecanismo de
depuracion de productos de glicacion avanzada, favo-
reciendo su captura y fagocitosis, o bien que por el
contrario, reaccionen contra los propios 6rganos y
de esa manera contribuyan a las complicaciones cro-
nicas de la diabetes.1?3130

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Se han llevado a cabo diversos estudios con el ob-
jetivo de buscar agentes terapéuticos que contra-
rresten la formacidon de AGEs, asi como sus efectos
dafiinos sobre los tejidos. EIl desarrollo de estos far-
macos ha seguido dos vias: la primera, a través de
inhibir la formacién de AGEs, por agentes como la
aminoguanidina y la segunda, a través de la ruptu-
ra de los entrecruzamientos AGE-AGE, por medio de
compuestos como el alagebrium.

La aminoguanidina (pimagedina) es una hidraci-
na que previene la formacion de AGEs in vitro y su
subsecuente entrecuzamiento con otras proteinas.'3!
Ademas inhibe el desarrollo de complicaciones de la
diabetes en modelos animales, asi como en huma-
Nnos.26:132.133 5 mecanismo de accion es el bloqueo de
intermediarios dicarbonilo, que se forman durante
las primeras etapas de la glicacién, evitando el avan-
ce de la reaccion una vez formada la base de Schi-
ff.134-136 Se han descrito una serie de moléculas
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capaces de bloquear la conversion de productos de
Amadori en AGEs, denominadas amadorinas, la mas
potente de éstas es la piridonina.’3"138 Asimismo, se
han evaluado otros inhibidores de la glicacion avan-
zada como OPB-9195 [(%)-2-isopropilidenohidrazo-
no-4-oxotiazolidino-5-ilacetanidido)], piridoxaminay
ALT-946 [hidrocloruro de N-(2-Acetamidoetil) hidro-
cinacarboximidamida].13%-141

Los resultados obtenidos a la fecha indican que la
utilizacién de estas moléculas podria ser efectiva en
el tratamiento y prevencion de las complicaciones
que se presentan en la diabetes. Los efectos adversos
de la aminoguanidina y de las amadorinas en huma-
nos, han limitado su uso, pero algunos de estos com-
puestos como la piridoxamina, se estan utilizando en
investigacion clinica con resultados altamente pro-
misorios.”>138

Recientemente se ha descubierto la potente activi-
dad inhibitoria de la formacion de AGEs en agentes
anti-hipertensivos, como olmesartan y losartan (blo-
queadores del receptor de angiotensina I1), asimismo,
temocaprilat (inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina). El efecto de estos fArmacos se basa en
que, en la hiperglucemia se observa un incremento
en la produccion de angiotensina Il (Ang 1) y ésta, a su
vez, incrementa el estrés oxidativo, ya que al actuar
la Ang All via su receptor tipo 1 (AT,), genera radi-
cales libres de oxigeno. Es probable que este estrés
oxidativo contribuya a la formacién de AGEs, ya que
el empleo de olmesartan, losartan y temocaprilat, re-
ducen la formacion de estos productos de glicacion, al
limitar la generacién de las especies reactivas de oxi-
geno. A su vez los AGEs favorecen la sintesis de Ang
11.60.142-145 También se han probado compuestos que
disminuyen la glucosa (biguanidas, glitazonas), esta-
tinas como la edaravona (droga usada para tratar in-
farto cerebral), algunos antibio6ticos y un inhibidor
de anhidrasa carbénica.#6-148 Asimismo, por los efec-
tos sobre el estrés oxidativo de los AGEs, se ha eva-
luado el uso de antioxidantes para la prevencion de
la glicacion de proteinas.149-152

La segunda alternativa ha sido el uso de farma-
cos que rompen los entrecruzamientos o enlaces
AGE-AGE, que mantienen unidos a los AGEs con
proteinas tisulares. A este respecto, el empleo de
compuestos como el DPTC (cloruro de 4,5-dimetil-3-
fenaciltiazolium) y ALT-711 o alagebrium (cloruro
de 3-fenacil-4,5-dimetiltiazolium), ha mostrado resul-
tados promisorios en varias condiciones clini-
Cas_153,154

En este sentido, se han utilizado también las sales
de tiazolium. Este tipo de compuestos se han evalua-
do recientemente tanto en modelos experimentales

como en pacientes y de acuerdo con los resultados,
éstos representan una alternativa anti-AGE,® so-
bre todo alagebrium parece ser el agente terapéutico
mas seguro y efectivo.156:157 Por otro lado, diversos
compuestos como benfotiamina, PARP [Poli(ADP-
Ribosa) Polimerasa], aldosa reductasa, LR-90 [&cido
4-4’-(2clorofenilureido fenoxiisobutirico], pioglitazo-
na, metformina y pentoxifilina, han demostrado dis-
minuir los niveles de AGEs y mejorar la nefropatiay
neuropatia diabéticas.146.158-162

Por ultimo, se esta llevando a cabo el analisis
de preparaciones que interfieren con la interaccion
de los AGEs con sus receptores. A este respecto, las
estrategias incluyen la obtencién de sRAGE, RAGE
recombinante o anticuerpos anti-RAGE, con la fi-
nalidad de bloquear la interaccion AGE-RAGE y
prevenir o disminuir los efectos derivados de la
misma.32'73v74'77

De acuerdo con lo anterior, tanto los agentes que
limitan la formacion de AGEs, como los que incre-
mentan su catabolismo, o los que rompen sus entre-
cruzamientos o bien los que antagonizan su union
al receptor, prodrian representar alternativas para
la prevencién o el tratamiento de las alteraciones
micro y macrovasculares producidas por los produc-
tos de glicacién avanzada.

DETERMINACION DE AGES

El desarrollo de metodologia para la cuantifica-
cion de los AGEs se ha visto limitada debido a la
falta de preparaciones estandares, asi como de anti-
cuerpos especificos. Dentro de las causas se en-
cuentra la heterogeneidad estructural de los AGEs
y la baja densidad de epitopes, entre otras. Con el
uso de técnicas de hiperinmunizacion, que supri-
men la respuesta del hospedero a epitopes comunes,
se ha logrado obtener respuestas inmunolégicas
adecuadas®?163 y con ellas el desarrollo de ELISAs
para medir la concentracion de AGEs.%2 El empleo
de estos métodos ha demostrado que los AGE-epito-
pes formados durante la reaccion de glucosa con
proteinas in vitro, son muchas veces inmunoldégica-
mente distintos a los que se forman in vivo. Estos
resultados indican la necesidad de disponer de sis-
temas capaces de identificar a los AGEs que circu-
lan en el organismo, asi como los que se depositan
en los 6rganos. Este y otros sistemas de inmunoa-
nalisis especificos y de analisis de radiorrecepto-
res,* desarrollados por diferentes autores se han
utilizado para medir la concentracion de AGEs en
suero, orina y en extractos de diversos teji-
dos, 146,164,165 asimismo, se han medido también por
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fluorescencia, espectrofluorometria, HPLC sensible
y espectrometria de masa.323:166

Por otro lado, la presencia y abundancia de los
mismos AGEs se ha medido in situ, en diferentes or-
ganos, utilizando técnicas de inmunohistoquimi-
ca.847.49-83 Con el empleo de estos métodos se ha
intentado determinar si a través de la medicion de
los niveles de AGEs, es posible establecer valores
prondstico en las complicaciones de la diabetes.

CONCLUSION

La evidencia demuestra que la glucosa constitu-
ye no solamente la principal fuente de energia, sino
gue también contribuye a la patogénesis de las
complicaciones cronicas de la diabetes y de la vejez,
al participar en los procesos de glicacion y entre-
cruzamiento de proteinas, con sus consecuentes
efectos deletéreos sobre las células y los tejidos de
diversos 6rganos. Muchos de los efectos patolégicos
de los AGEs se ejercen a través de su union a recep-
tores especificos, por lo que se han utilizando a los
sRAGE con la finalidad de prevenir la formacion de
complejos AGE-RAGE. Asimismo, se han evaluado
diversas estrategias terapéuticas contra AGEs,
mediante el empleo de compuestos como la amino-
guanidina, DPTC y alagebrium, con lo cual se intenta
prevenir o corregir los dafios causados por estos pro-
ductos, por lo que se espera disponer en el futuro de
agentes anti-AGEs de uso clinico. Es conveniente
ademas disponer de un método especifico, estandari-
zado para establecer las concentraciones de este tipo
de productos en suero y orina, lo cual permitira dis-
minuir o predecir la ocurrencia de las complicaciones
crénicas de la diabetes y con ello, complementar el
manejo clinico de dichos pacientes. La investigacion
sobre la glicacién de proteinas ha permitido avanzar
en el conocimiento sobre la participacion de estos
productos en la patogénesis de las complicaciones
asociadas a la diabetes mellitus y al envejecimiento,
ademas de ampliar los conocimientos sobre la es-
tructura de los AGEs predominantes y su relacion
con diversas patologias.
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