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INTRODUCCION

La union no enzimatica de glucosa u otros azlicares. con proteinas /n vivo puede desempefiar
un papel importante en fenomenos biologicos que incluyen modificacion de actividad enzima-
tica, susceptibilidad a proteolisis, reconocimiento molecular y endocitosis, modificacion de la
funcion de dcidos nucleicos, modificaciéon en union a moléculas regulatorias, etcétera.,

Estos procesos forman parte del mecanismo de envejecimiento y de ciertas patologias como
diabetes. aterosclerosis y diversos trastornos metabolicos.

En todos los casos, las glicosilaciones no enzimdticas comienzan con la union de la glucosa
al grupo epsilon amino de la lisina o grupo alfe amino N-terminal de la proteina, via adicion
nucleofilica, con la formacion de una base schiff; esta Gltima, que es muy inestable, alcanza
rapidamente un nivel de equilibrio in vivo de acuerdo con las concentraciones de glucosa
existentes (figura 1). La velocidad de formacion de la base schiff (K, ) es aproximadamente
igual a su velocidad de disociacién (K- ). Durante un periodo de semanas ocurre una lenta
reorganizacion de la base schiff, la cual conduce a la acumulacion de un aducto azicar-proteina
estable, pero quimicamente reversible: el producto Amadori (Higgins v Bunn. 1981).

Es importante sefalar que existen dos tipos de productos de glicosilacion no enzimatica,
en dependencia del tiempo de vida media de la proteina involucrada ( figura 1). Proteinas de
corta vida como las enzimas, albimina y apolipoproteinas, pueden reaccionar con el azucar y
formar la base schiff a una velocidad que refleja la concentracion ambiente de glucosa (Monnier
y Cerami. 1983). En pocas semanas, a través de reagrupamientos quimicos tiene lugar la
formacion de un aducto mis estable, pero todavia reversible: el producto Amadori.

En contraste, proteinas cuyo recambio es mucho mads lento, como el colageno y el lente
cristalino, acumulan diferentes productos de glicosilacién no enzimdtica derivados de los
productos Amadori por sucesivas reacciones quimicas, que se desarrollan lentamente. Estos
productos, llamados AGE (.Advanced Glycosylation End-Products) son irreversibles y se acu-
mulan durante todo el tiempo de vida de la proteina, dando lugar a significativos cambios
estructurales y funcionales en la proteina. Recientemente se ha determinado la estructura
de uno de estos compuestos AGE (Pongor et al., 1984) y se ha desarrollado un método analitico
preciso para su medicion.
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Proteinas con vida media de dias a semanas:

) Ky K,
Glucosa + NHp—proteina ————————— Base Schiff Producto
K—; K-; Amadori
Proteinas estructurales de larga vida media:
Glucosa + NHa—proteina =~ Base Schiff = Producto
_— —~— Amadori

l

Advanced Glycosylation
End-Products (pigmentos
pardos fluorescentes, que
entrecruzan proteinas).

Kn

FIG. 1. Formacion de los productos Amadori y los Advanced Glycosylation End-products. Los niveles de
equilibrio de la base schiff y los productos Amadori se alcanzan en horas y semanas respectivamente, mientras
que los AGE continian acumuldndose durante mayores periodos de tiempo.

Factores que determinan el grado de glicosilaciéon no enzimatica

Los factores que determinan el grado de glicosilacion no enzimdtica son: pH, temperatura,
concentraciones de glucosa y proteina y el tiempo de exposicion de la proteina a la glucosa.
In vivo, los factores mas importantes son la concentracion de glucosa y el tiempo de incubacion.
La duracion de la hiperglicemia es critica, no solo debido a que la concentracion de los pro-
ductos Amadori se incrementa en funcion del tiempo, alcanzdndose mds rapidamente el equi-
librio, sino principalmente porque los AGE contintian acumuldndose durante todo el tiempo
de vida de las proteinas de bajo recambio.

I vitro, el pH afecta el grado de glicosilacion. Se ha observado que a pHentre 7y 9 aumenta la
concentracion de los productos Amadori. Esta observacion es consecuente con la prediccion
quimica de que solo grupos amino no cargados de la proteina pueden participar en este tipo de
reaccion de adicion de glucosa.

Ll incremento de la temperatura produce in vitro una aceleracion proporcional a la velocidad
de formacion de productos Amadori, similar a lo que ocurre en otros tipos de reacciones no
enzimaticas.

La concentracion de proteina y el medio ambiente que rodea al grupo amino son factores
de interés fundamental en las glicosilaciones in vitro. A mayor concentracion de proteina,
aumenta el nimero absoluto de grupos amino potencialmente disponibles para reaccionar
con la glucosa.

Este factor, asi’ como el medio ambiente que rodea al grupo amino de la proteina, puede
explicar la igualdad de patrones de glicosilacion de grupos amino vistos en una proteina dada,
ast como las diferencias de susceptibilidad a la glicosilacion no enzimatica que se observa entre
diferentes proternas (Garlick y Mazer, 1983; Garlick er al., 1983).
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Procesos fisiologicos y glicosilaciones no enzimaticas

Las glicosilaciones no enzimiticas de proternas se han observado en diversas estructuras
biologicas como: hemoglobina, membrana eritrocitica. cristalino. membrana basal glomerular.
mielina, tubulinas, fibrindgeno. coligeno, proteinas de arteria coronaria, lipoproteinas de baja
densidad y albamina (Romay v Pascual. 1987).

Las actividades de algunas enzimas v la union de efectores o cofactores a moléculas regula-
doras, pueden ser afectadas por las glicosilaciones no enzimdticas a pesar del alto recambio de
estas proteinas en el organismo, El solo ataque de la glucosa a un residue de lisina de un grupo
epsilon amino. esencial para el normal funcionamiento del sitio activo, es suficiente para produ-
cir la inhibicion de una enzima: tal es el caso de la ribonucleasa A. que al ser incubada por 24
horas con glucosa pierde el 50 por 100 de su actividad enzimdtica inicial (Eble of al., 1983).
Las proteasas sulfidrilicas papaina v catepsina B, pierden mads del 70 por 100 de su actividad
durante dos semanas sometidas a glicosilacion no enzimitica.

Hemoglobina glicosilada

La hemoglobina en individuos normales estd formada por la Hb Ag (90 por 100): Hbh A,
(5-8 por 100); Hb A, (2-5 por 100) y la Hb F (menos del 1 por 100), las cuales difieren unas
de otras en la secuencia de aminoacidos de sus cadenas no a/fa (Bunn ¢t al., 1976). La glicosi-
lacion de la Hb A por la glucosa u otros azGcares, es la union no enzimitica de estos o al grupo
amino terminal de la cadena beta de la Hb Ay, dando como resultado la formacion de Hb A, .
El mecanismo de formacion y composicion de estas proteinas post-transcripcionalmente
modificadas. ha sido bien revisado (Bunn ¢t al., 1976: Bunn et a/, 1978: Bunn H.. 198]a;
Bunn H., 1981b; Rahbar. 1980; Mayer y Freedman, 1983). Existen diferentes subespecies de
Hb Ay (Hb Aya;. Hb Ayaz. Hb A b. Hb Al) basados en los diferentes azucares unidos a la
Hb Ag. La Hb A4, v Hb A, 4, tienen fructosa 1.6 difosfato y glucosa 6 fosfato, respectiva-
mente, unidos a la cadena beta del grupo amino terminal de la Hb Ay. La Hb A p se ha carac-
terizado parcialmente como un producto de deaminacion de la Hb Ag. La Hb A, es la mas
abundante y mis estudiada de las especies de Hb A, ella se forma por la union de la D-glucosa
a la valina N-terminal de una de las cadenas beta globina de la llb Ago.

la glicosilacion de la Hb Ay no estd limitada a los amino terminal de las cadenas beta. esta
también puede ocurrir en otros sitios como los grupos amino terminal de las cadenas alfa y los
residuos de lisina de las cadenas alfa y beta (Shapiro ¢t af .. 1980).

La reactividad relativa de diferentes azticares con la b depende mucho de la proporcion en
que se encuentre con su forma de aldehido. Los aziicares fosfato como la fructuosa 1.6 difos-
fato y la glucosa 6 fosfato. son relativamente mds reactivos que la D-glucosa (Means y Chang,
1982; Bunn y Higgins. 1951).

Ademds de la glucosa v de los azicares fosfato, otros compuestos que pueden acumularse
a concentraciones superiores a lo normal durante algunas enfermedades, pueden también
formar aductos con la Hb. La galactosa. por ejemplo, se ha encontrado formando aductos con
la albiimina en pacientes con galactosemia (Urbanowski ef ¢l 1982), El cianato derivado de la
urea puede también reaccionar con los grupos amino terminal de la Hb para formar Hb carba-
milada en pacientes uremicos (Flickiger er al., 1981).

[a glicosilacion de la Hb es un proceso no enzimdtico, post-transcripcional. que se lleva a
caho lenta y continuamente a través del tiempo de vida de eritrocito (Bunn et af., 1976).
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La velocidad de glicosilacion de la Hb esta influenciada no solo por la concentracion de
glucosa del plasma y el tiempo de vida del eritrocito. sino tambien por la permeabilidad de los
eritrocitos a la glucosa (Higgins ¢ral.. 1982). el grado de oxigenacion del eritrocito v la concen-
tracion de 2.3 difosfoglicerato en ¢é] (Smith ez wl, 1982). La union del 2,3 difosfoglicerato a la
Hb en la regulacion de su afinidad por el oxigeno se afecta cuando la Hb A, estd glicosilada,
alterando las propiedades funcionales de la Hb (Perutz. 1979: Mc Donald ¢r @l 1979 Samaja
etal.. 1982). La membrana del eritrocito humano es libremente permeable a la glucosa (Higgins
et al, 1982). por lo que la concentracion de glucosa dentro del eritrocito es aproximadamente
igual a la concentracion de glucosa en el plasma, de esta forma. en la practica la evaluacion de la
Hb Ay¢ nos proporciona una medida de como se comporto la glicemia durante los dos o tres
meses anteriores a la determinacion (Koening ef al. 1976), o sea, actila como una especie de
memoria mole cular de utilidad para evaluar el control de los diabéticos.

AGE v proternas estructurales

Dos tipos de entrecruzamiento se forman a partir de las glicosilaciones no enzimdticas de
los grupos amino: ¢l tipo de unién bisulfuro. producida por la oxidacion de grupos sulfidrilo
que normalmente no estin expuestos v la formacion de los Advanced glveosylation end-
products que se forman sobre las proteinas que presentan bajo recambio, como el colageno y
la proterna del lente cristalino.

El coligeno de sujetos normales muestra un incremento en la acumulacion de los AGE
relacionada linealmente con la edad, ademas de un cambio en las propiedades mecdnicas del
mismo a causa del entrecruzamiento con otras proternas (Cerami ¢f @/., 1979 Monnier ¢r al,
1984 Andreassen ef af., 1981:Yue eral., 1983).

La consecuencia mas importante de la formacion de los AGLE en proteinas estructurales
como el coligeno, es que los grupos reactivos generados pueden atrapar diferentes proteinasy
desencadenar reacciones que producen dano al tejido. Por ejemplo, el coligeno gheosilado
puede atrapar diferentes proteinas como IgG y albimina, reteniendo estas su habilidad para
formar complejos inmune i situ (Brownlee eral.. 1983), produciendo el dafio de la membrana
basal. la deposicion de complejos de complemento activado (poly Cg) que atacan la membrana
(Falk er a/.. 1983) v la formacion de depdsitos discontinuos de inmunoglobulinas granulares o
lumpy-bumpy (Cavallo et af., 1983).

AGE vy lipoproteinas

Otro aspecto importante de los productos de glicosilacion avanzada de los componentes del
tejido conectivo. es su rol potencial en la aterogénesis por el atrapamiento de lipoproteinas en
la pared arterial. Estudios recientes indican que las LDL a una concentracion de LDL-colesterol
de 1 030 mg/l. se unen covalentemente al colageno glicosilado, tres veces mas de lo que lo
hacen al coldgeno normal (Brownlee ¢7 a/.. 1985). Aunque las LDL tienen un recambio en el
organismo bastante elevado, cuando estas son atrapadas por proteinas glicosiladas de larga vida
media. como las de la pared arterial, pueden promover la acumulacion de lipidos en la placa
fibrosa; por otra parte, si estas LDL no difunden fuera de la intima, esta inmovilizacion ampli-
fica la formacion de los AGE en la propia particula de LDL. La posterior captacion de LDL
glicosilada por macrofagos. puede contribuir al proceso aterogénico por endocitosis de LDL
modificadas, conduciendo a la formacion de células espumosas, o mediante estimulacion
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de la secrecion del factor de crecimiento derivado del macrofago. mitogenos de las células del
miusculo liso u otros productos derivados del macrofago (Cerami er al. 1985). LosAdvanced
Glveosviation End-Products pueden atrapar covalentemente proteinas del suero como la lgG,
IgM. albimina v LDL por entrecruzamientos derivados de la glucosa a la matriz extravascular.
Este atrapamiento puede contribuir al cierre de los capilares en la retina y glomérulos, ademas
de un estrechamiento arterial en la coronaria, cerebro y circulacion periférica. De la misma
forma, inmunoglobulinas atrapadas pueden contribuir al dano del tejido por los mecanismos
inmunologicos clasicos,

AGE v macrofagos

Actualmente se conoce que el organismo humano posee un mecanismo para defenderse del
dario producido por los productos de glicosilacion avanzada; este mecanismo consiste en la
presencia. en los macrofagos. de receptores de alta afinidad especificos para la captacion de
estos productos (Vlassara of af.. 1985). Estos receptores del macrofago pueden desempenar
un rol importante en la regulacion del cambio de proteinas extracelulares v la eliminacion de
proteinas modificadas o envejecidas. Sin embargo. en individuos diabéticos. la excesiva forma-
cion de proteinas glicosiladas puede saturar la capacidad del sistema de receptores del macréfago.

AGE y ADN

Como los acidos nucleicos son moléeulas de larga vida media, estos pueden dar lugar a la
formacion de los Advanced Ghveosvilation End-Products que se acumulan durante el tiempo.
De hecho. el ADN. como las proteinas, reacciona con la glucosa, especialmente en presencia
de lisina (Bucala eral., 1984). Se han logrado modificaciones del bacteriofago fl mediante
reacciones con glucosa o glucosa 6 fosfato, que reducen su capacidad para “transfectar™ a la
Escherichia coli.

Los aductos formados entre la glucosa y ¢l ADN pueden ser responsables de numerosos
cambios que se producen con la edad en el ADN, como son aberraciones cromosomicas. rupturas
en la molécula de ADN vy deterioro en los mecanismos de reparacion. replicacion v transcripeion
(Saksela y Moorhead. 1963: Price ¢f al.. 1971 Karran vy Ormerod. 1973: Petes ¢r al., 1974;
Berdyshev v Zhelabovskava. 1972).

Glicosilacion no enzimatica v patogénesis de la diabetes

Durante los altimos anos se ha cstablecido que existen dos mecanismos patofisiologicos
generales, mediante los cuales la hiperglicemia conduce a danos irreversibles en diferentes
tejidos en individuos diabeticos. Uno de estos mecanismos estd relacionado con el flujo incre-
mentado de diferentes rutas metabolicas que conduce a alteraciones en los niveles de nume-
rosos metabolitos v a cambios cualitativos v cuantitativos en las glicoproteinas de membrana
basal glomerular v proteoglicanos. alteraciones bioquimicas en la composicion de la mielina de
nervios periféricos. trastornos en la produccion de prostanoides de plaquetas v anomalias
en la secrecion de hormonas ( Viberti ez al.. 1983 Greene, 1983).

El otro mecanismo consiste en la amplia glicosilacion no enzimatica de proteinas, v consti-
tuye la explicacion bioquimica de numerosos procesos fisiopatologicos implicados en las
complicaciones de los diabéticos por la hiperglicemia mantenida.
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Los principales efectos bioquimicos de la glicosilacion no enzimatica en la diabetes incluye:
inactivacion enzimatica, inhibicion de la unién de moléculas regulatorias, entrecruzamiento de
proteinas glicosiladas y atrapamiento de proteinas solubles, disminucion de susceptibilidad a
proteolisis, anomalias en la funcion de los dcidos nucleicos e incremento de la inmunogenicidad.

Los nuevos conocimientos sobre las glicosilaciones no enzimdticas pueden conducir a signi-
ficativos avances en su diagnostico y tratamiento. El aislamiento e identificacion del primer
Advanced Glycosvlation End-Products (2-furoyl- 4(5)-(2-furanyl)- 1H -Imidazole), abre la
‘posibilidad del desarrollo de métodos analiticos para su medicion.

Desde el punto de vista terapéutico, se requieren nuevos agentes que interfieran directamente
con los elementos que se forman producto de las glicosilaciones no enzimaticas y que producen
dafio celular. En este sentido se ha realizado un estudio preliminar con la aminoguanidina como
agente que previene el entrecruzamiento de proteinas en la pared arterial y la formacion de los
Advanced Glycosylation End-Products in vitro y en animales de experimentacion (Brownlee
etal, 1986).
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