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AMADORI PRODUCTS AS
MEDIATORS OF ENDOTHELIAL
DYSFUNCTION IN DIABETES
MELLITUS

Vascular complications are the main cause
of morbidity and mortality in diabetes
mellitus. Endothelial dysfunction is the first
link in the chain of physiopathological
mechanisms leading to diabetic
vasculopathy, both in large blood vessels
(macroangiopathy) and small vessels
(microangiopathy). Endothelial dysfunction
(reduction in endothelial-dependent
vasodilator response with or without an
increase in vasoconstrictor responses) is
associated with the maintenance of
sustained hyperglycemia and an increase
in oxidative stress in diabetes. Several
mechanisms that might increase levels of
reactive oxygen species and produce
alterations in endothelial function have
been studied. In this context, it has been
proposed that hyperglycemia per se is able
to produce this effect. However, most
researchers suggest that the sustained
increase in plasma glucose levels modifies
different enzyme pathways, which in turn
cause an increase oxidative stress and
eventually endothelial dysfunction. Thus,
enzymes such as aldose-reductase, protein
kinase-C, and poly(ADP-ribose)
polymerase, as well as endothelin
receptors, among other mechanisms, have
been implicated. In addition, non-
enzymatic mechanisms, such as protein
glycosylation, as a source of reactive
oxygen species, with special attention paid
to glycosylation end products, the so-
called advanced glycosylation end
products, have been proposed. However,
for several years our group has maintained
the hypothesis that early and intermediate
glycosylation products (Amadori products)
are able to release reactive oxygen species
and may play an important role in the
development of endothelial dysfunction
and, eventually, diabetic vasculopathy.

Key words: Diabetes mellitus. Endothelial dys-
function. Glycosylated proteins. Reactive oxygen
species.
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Las complicaciones vasculares son la primera causa de morbimortalidad
en la diabetes mellitus. La disfuncién endotelial es el primer eslabén en la
cadena de mecanismos fisiopatolégicos que conducen a la vasculopatia
diabética, tanto en vasos de conductancia (macroangiopatia) como de
resistencia (microangiopatia). La disfuncion endotelial (la reduccion de las
respuestas vasodilatadoras dependientes de endotelio, con o sin aumento
de las respuestas vasoconstrictoras) es un fendmeno que se asocia con el
mantenimiento de hiperglucemias sostenidas y el incremento del estrés
oxidativo de la diabetes. Se han estudiado multiples mecanismos que
pueden aumentar los valores de especies reactivas de oxigeno y producir
alteraciones de la funcién endotelial. En este sentido, se ha propuesto que
la propia hiperglucemia per se es capaz de producir este efecto. Sin
embargo, la mayor parte de los investigadores manifiesta que el aumento
sostenido de los valores plasmaticos de glucosa modifica diferentes vias
enzimaticas que, a su vez, originan un incremento del estrés oxidativo y
eventualmente disfuncion endotelial. Asi, se han implicado enzimas como
la aldosa-reductasa, la proteincinasa C, la polimerasa poli(ADP-ribosa), asi
como los receptores de endotelina, entre otros mecanismos. También se
han propuesto mecanismos no enzimaticos, como la glucosilacién de
proteinas, como fuente de especies reactivas de oxigeno, con especial
atencion a los productos finales del proceso de glucosilacion, los
denominados productos terminales de glucosilacidon avanzada. Sin
embargo, nuestro grupo mantiene desde hace anos la hipdtesis de que
los productos tempranos e intermedios del proceso de glucosilacion
proteinica (los productos de Amadori) son capaces de liberar especies
reactivas de oxigeno y pueden tener un papel relevante en el desarrollo
de la disfuncion endotelial y, eventualmente, de la vasculopatia diabética.

Palabras clave: Diabetes mellitus. Disfuncién endotelial. Proteinas glucosiladas. Espe-
cies reactivas de oxigeno.

INTRODUCCION

La funcién del endotelio vascular en situaciones normales y pa-
toldgicas es un drea de investigacion cardiovascular que se ha de-
sarrollado mucho en los udltimos 20 afios. Su importancia no s6lo
abarca desde aspectos cuantitativos (el endotelio equivale a la
masa de 5 corazones o a la extensién de 6 campos de tenis para un
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varén de 70 kg) sino cualitativos, ya que es reconoci-
do como un auténtico érgano de regulacién autocrina,
paracrina y endocrina. La fisiologia y la fisiopatologia
del sistema vascular es actualmente incomprensible si
no se considera esta porcion luminal de la capa intima
de los vasos. Su privilegiada situacién en la circula-
cién, asi como su capacidad para detectar cambios
mecanicos, humorales y quimicos, y realizar ajustes
compensadores en el tono vascular o en la estructura
de los vasos mediante la produccién de sustancias bio-
légicamente activas, hace del endotelio un elemento
clave en la regulacién de la homeostasis cardiovascu-
lar. Actualmente, es un hecho bien establecido la exis-
tencia de una disfuncién de las respuestas dependien-
tes del endotelio en diferentes enfermedades que
cursan, en algin momento de su evolucién, con mani-
festaciones vasculares: la hipertension arterial, la hi-
percolesterolemia, el tabaquismo, la diabetes mellitus
(DM) o la insuficiencia cardiaca. Esta disfuncién tam-
bién puede observarse en situaciones que, aunque fi-
sioldgicas, predisponen a la experimentacién de cua-
dros vasculares; tal es el caso del envejecimiento o de
la menopausia. Respecto a la DM, el trabajo inicial de
Fortes et al' destacé por primera vez, en 1983, la exis-
tencia de alteraciones en las respuestas vasodilatado-
ras dependientes del endotelio, en vasos procedentes
de animales diabéticos; desde entonces, son mdltiples
los estudios que han confirmado tales hallazgos, tanto
en modelos animales como en pacientes diabéticos.
Las alteraciones vasculares que aparecen en el curso
de la DM se han dividido habitualmente en microan-
giopatia (afeccién de la microcirculacién de la retina y
los pequefios vasos renales) y macroangiopatia (indis-
tinguible de la aterosclerosis, excepto por su localiza-
cién preferente en determinados lechos vasculares y la
frecuente calcificacion de la media arterial). No obs-
tante, cada vez existen mayores evidencias de que am-
bos cuadros no son sino manifestaciones de un mismo
proceso, en cuyo inicio predominarian las alteraciones
funcionales, estrechamente ligadas a hiperglucemia o
a fendmenos estrictamente relacionados con ésta. Es-
tas alteraciones funcionales se pondrian de manifiesto
con mds facilidad en la microcirculacién y serian po-
tencialmente reversibles con el control de la glucemia.
En fases mds avanzadas de la enfermedad, la persis-
tencia de estas alteraciones vasculares funcionales,
junto con la aparicién de otras manifestaciones de la
enfermedad (especialmente las alteraciones del meta-
bolismo lipidico y de las plaquetas) llevaria a la apari-
cion de alteraciones estructurales rdpidamente irrever-
sibles y en las que el control de la glucemia sélo seria
un factor mas que considerar. Estas manifestaciones
estructurales se expresarian fundamentalmente en los
grandes vasos y mucho menos en la microcirculacion,
donde se sabe que no se desarrolla aterosclerosis. En
este contexto, el endotelio vascular parece ser el “in-
termediario” por antonomasia en la aparicién de las
alteraciones funcionales iniciales y de las lesiones es-
tructurales tardias, y promueve el desarrollo de las
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complicaciones que componen las manifestaciones
vasculares a largo plazo de la DM.

ALTERACIONES DE LA FUNCION
ENDOTELIAL EN LA DIABETES MELLITUS

Los estudios experimentales muestran de manera
practicamente undnime la existencia de disfuncién en-
dotelial en la diabetes mellitus. Este hallazgo se ha re-
petido con miiltiples abordajes experimentales, en dife-
rentes modelos de enfermedad, en distintos lechos y
territorios vasculares, in vitro e in vivo y, finalmente,
también en pacientes con diabetes mellitus. En diabe-
tes experimentales se ha encontrado una disminucién
de las respuestas relajadoras dependientes del endote-
lio a diferentes sustancias vasodilatadoras, como la
acetilcolina, la histamina, la bradicinina, el adenosin-
difosfato (ADP) y la trombina, todas ellas agonistas de
receptores endoteliales, tanto en vasos de resistencia
como de conductancia, incluyendo aquellos de gran re-
levancia fisiopatolégica, como el lecho mesentérico y
la microcirculacién coronaria, renal y cerebral. Las al-
teraciones de la relajaciéon dependiente del endotelio
mediadas por receptor se han observado no sélo en di-
ferentes animales y lechos vasculares, sino también en
distintos modelos de DM (inducida por aloxano o es-
treptozotocina, ratas Bio-Breeding-BB, etc.).

Resultados similares se han observado en pacientes.
Los primeros estudios en este sentido se remontan a
finales de los afios ochenta y a principios de los no-
venta. Asi, Sdenz de Tejada et al*> demostraron in vitro
una alteracién en la relajacién inducida por acetilcoli-
na en el cuerpo cavernoso de pacientes diabéticos que
presentaban impotencia. Sin embargo, la relajacién in-
ducida por nitroprusiato sédico, que es independiente
del NO endotelial, permanecia indemne. Para los estu-
dios con pacientes in vivo se utiliza la pletismografia
por oclusién venosa, que posibilita el andlisis del flujo
arterial en humanos y su variacién ante la infusién in-
traarterial de farmacos vasoactivos. Se ha recurrido a
esta técnica para evaluar las respuestas dependientes
del endotelio, y se ha confirmado la presencia de alte-
raciones funcionales en pacientes con DM tipo 1. En
efecto, Calver et al® observaron una menor reduccién
del flujo arterial basal en pacientes con diabetes tras la
administracion intraarterial de L-NMMA, lo que su-
giere una menor participacion del NO en el manteni-
miento del tono arterial. Cabe destacar que estos auto-
res, a diferencia de lo hallado in vitro por Sdenz de
Tejada et al?, encuentran una menor respuesta vasodi-
latadora a nitroprusiato sédico en sus sujetos diabéti-
cos, lo que plantea la posibilidad de que el mecanismo
efector del NO en la célula muscular lisa esté deterio-
rado en la diabetes. Por su parte, Johnstone et al* com-
probaron una menor respuesta a metacolina en pacien-
tes diabéticos frente a controles, y las respuestas a
nitroprusiato fueron similares en ambos grupos. Final-
mente, McVeigh et al® demostraron también que el de-
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Fig. 1. Esquema de algunos factores potencialmente implicados en la disfuncion endotelial diabética. AGE: productos de glucosilacion
avanzada; LDL: lipoproteinas de baja densidad; PARP: polimerasa poli(ADP-ribosa); PKC: proteincinasa C.

terioro de la respuesta vasodilatadora a la acetilcolina
y la nitroglicerina se observa, asimismo, en sujetos
con diabetes tipo 2.

Mecanismos implicados en la disfuncion
endotelial diabética

Aunque la hiperglucemia es el factor esencial en la
produccién de la disfuncién vascular, no parece estar
directamente implicada en la génesis de las alteracio-
nes que se asocian al desarrollo de la enfermedad vas-
cular. Parece, mds bien, que la hiperglucemia produce
una serie de alteraciones metabdlicas y bioquimicas
que, al actuar sobre la pared vascular, originan anor-
malidades en la funcién y la estructura del vaso. En los
parrafos siguientes se resumen los principales meca-
nismos que se han implicado en el desarrollo de la al-
teracion vascular asociada a la DM, y que de un modo
u otro estdn relacionados con la hiperglucemia (fig. 1).

Via del sorbitol

Durante la hiperglucemia, una parte de la gluco-
sa intracelular es reducida a sorbitol por accién de la
aldosa-reductasa, y el NADPH se utiliza como cofac-
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torS. La glucosa es metabolizada por esta via en los te-
jidos que no necesitan insulina para que la glucosa se
incorpore a las células, como es el caso del tejido vas-
cular, donde la glucosa accede por gradiente de con-
centracion a través de un transportador que no requie-
re de insulina para ejercer su efecto. A continuacion,
el sorbitol se oxida a fructosa por la enzima sorbitol
deshidrogenasa, pero este paso metabdlico tiene una
cinética mds lenta, de modo que en la hiperglucemia
no es capaz de impedir el aumento intracelular de la
concentracion de sorbitol. El incremento de actividad
de la via del sorbitol comporta diversos efectos. El
primero de ellos es la disminucién de los valores de
NADPH, con lo que disminuye tanto la capacidad de
defensa de la célula ante el estrés oxidativo como la
produccién de NO, al ser el NADPH un cofactor nece-
sario para la NO sintetasa (NOS). También se produce
un aumento de la relacion NADH/NAD"*, que incre-
menta los valores de triosa fosfato (agentes de gluco-
silacion muy reactivos), asi como de diacilglicerol
(DAG) y la proteincinasa C (PKC). Por el contrario,
disminuye la sintesis y el transporte del mioinositol.
No esté claro el papel que desempena la via del sor-
bitol en la produccién de dafio endotelial en la diabe-
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tes. El tratamiento con inhibidores de la aldosa reduc-
tasa (sorbinil, tolrestat, ponalrestat) recupera las res-
puestas dependientes del endotelio en vasos sometidos
a alta concentracién de glucosa o procedentes de ani-
males diabéticos. Sin embargo, no se observa un efecto
importante del tratamiento con inhibidores de la aldosa
reductasa sobre la funcidn endotelial en ratas diabéti-
cas, y varios estudios clinicos ponen de manifiesto que
el tratamiento con inhibidores de la aldosa reductasa
no es efectivo sobre la neuropatia o la retinopatia®.

Activacion de la proteincinasa

La activacion sostenida de la PKC por la hiperglu-
cemia puede producirse por varios mecanismos, ade-
mads de la ya mencionada via de los sorbitoles. De he-
cho, en presencia de valores elevados de glucosa se
observa un aumento en la sintesis de novo de 4cido
fosfatidico (a partir de gliceraldehido 3 fosfato, un
metabolito de la glucélisis). Mediante la formacién de
fosfoinositol y la posterior accién de la fosfolipasa C,
se incrementa la produccién de DAG y la consiguiente
activacion de la PKC’. Parece, también, que la activa-
cién de la PKC puede estar relacionada con la glucosi-
lacién no enzimatica de proteinas que se comenta mas
adelante®. Por otra parte, existen diferentes isoformas
de la PKC, algunas de las cuales pueden estar implica-
das en la disfuncidn endotelial diabética. De hecho, se
han obtenido buenos resultados en la prevencién de
las complicaciones microvasculares y neuropaticas de
modelos animales de diabetes con inhibidores selecti-
vos de la isoforma o, de la PKC, por lo que se estdn
disefiando ensayos clinicos para confirmar estos efec-
tos en pacientes diabéticos”®. Sin embargo, pese al
considerable interés de esta linea de investigacién, no
se debe olvidar algunas posibles limitaciones que pue-
den condicionar su desarrollo. En primer lugar, la acti-
vacion de PKC es una via de sefializacion intracelular
de gran ubicuidad, de manera que la probabilidad de
que el uso sistémico de inhibidores de la misma pro-
duzca efectos adversos es bastante alta, aun cuando se
empleen firmacos muy selectivos por las respectivas
isoformas. En segundo lugar, es posible que la isofor-
ma de PKC activada en cada caso por la hipergluce-
mia varie dependiendo del tipo celular; por ejemplo,
en musculo liso vascular se activa preferentemente la
isoforma B, mientras que en células endoteliales pare-
ce ser mds relevante el papel de la isoforma o,

Activacion de la polimerasa poli(ADP-ribosa)

La polimerasa poli(ADP-ribosa) (PARP) es una en-
zima nuclear abundante en las células eucaridticas, que
parece estar implicada en la respuesta a las agresiones
en el ADN. Asi, las lesiones celulares inducidas por
oxidacién debida a radicales libres suponen la activa-
cién de esta enzima. Cuando se rompe una cadena de
ADN, la enzima PARP inicia la transferencia de unida-
des ADP-ribosa desde el NAD* hasta las proteinas nu-
cleares, en un proceso que consume energia. El resul-
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tado final de este proceso es una deplecion del NAD*
intracelular, asi como de los depésitos de adenosintri-
fosfato (ATP), lo que a su vez reduce la tasa de glucoéli-
sis y la respiracion mitocondrial y altera las funciones
celulares. En ratas con diabetes inducida por estrepto-
zotocina, se ha observado una activacién de PARP en
la pared vascular, asi como en cultivos de endotelio so-
metidos a elevados valores de glucosa’. Ademds, la
disfuncién endotelial de los animales diabéticos puede
prevenirse mediante el tratamiento con un inhibidor de
la enzima PARP, lo que sugiere su participacion en el
desarrollo de la vasculopatia diabética’.

Endotelina

La familia de las endotelinas (ET) consiste en 3 pép-
tidos de 21 aminodcidos denominados ET-1, ET-2 y
ET-3, cuyas acciones bioldgicas estdn determinadas
por 2 tipos de receptores acoplados a proteinas G, de-
signados como ET, y ETj. Los receptores ET, tienen
mayor afinidad por los péptidos ET-1 y ET-2, mientras
que el receptor ET se une con igual afinidad por las 3
isoformas de endotelina. La ET-1 liberada por el endo-
telio puede actuar de forma autocrina sobre receptores
ET, de la propia célula endotelial y favorecer la secre-
cién de NO vy, por tanto, induce vasodilatacién. Sin
embargo, su efecto principal se ejerce sobre el musculo
liso vascular subyacente, a través de receptores ET, y
ET,;, y produce vasoconstriccién y mitogenia. El papel
fisiolégico de la endotelina no estd claramente estable-
cido, aunque se ha propuesto que estd implicada en
distintas enfermedades cardiovasculares, como hiper-
tension, arteriosclerosis o enfermedad coronaria. Hasta
la fecha, los estudios experimentales indican una clara
relacion entre la existencia de vasculopatia diabética y
la deteccién de valores elevados de endotelina. A su
vez, los inhibidores de los receptores ET, y ET}, pare-
cen tener efecto beneficioso en algunas de las compli-
caciones asociadas a la diabetes, como nefropatia y
neuropatia. No obstante, se carece de datos que permi-
tan extrapolar estas hipétesis a pacientes'®.

Radicales libres

Los radicales libres son moléculas que poseen un
electrén desapareado, lo que confiere una gran reacti-
vidad a estas especies quimicas. Pueden formarse por
transferencia de electrones, que es el mecanismo mas
comtin, o por procesos denominados de fisién homoli-
tica y heterolitica. En los organismos vivos los radica-
les libres mas importantes son los derivados del oxige-
no. La reduccién de éste por la transferencia de un
electrén produce el anién superéxido, mientras que la
transferencia de 2 electrones al oxigeno da lugar al pe-
roxido de hidrégeno, que a su vez es la fuente del ter-
cero de los radicales libres de interés prioritario en
biologia, el radical hidroxilo, que es el mds reactivo y
dafiino de los radicales libres del oxigeno.

Los radicales libres se han implicado tanto en la
génesis de la DM como en la produccién de las
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Fig. 2. Relacion temporal de los productos generados durante las
reacciones de Maillard.

complicaciones vasculares de ésta. En este sentido,
se ha observado un incremento en la produccién de
radicales libres en la DM, asi como una disminucién
en los sistemas de barredores de radicales libres en
tejidos diabéticos, incluyendo los microvasos y la
aorta, lo que condiciona a su vez una mayor suscep-
tibilidad a dichos radicales''. Los radicales libres
ejercen un efecto inhibidor sobre las relajaciones
mediadas por NO, al que inactivan. Ademds, tam-
bién pueden interferir con la produccién de prostaci-
clina, probablemente a través de la inhibicién de la
prostaglandina sintetasa.

El anién superdxido es el principal radical libre
implicado, que ejerce su efecto a través de la inacti-
vacion del NO. Asi, se ha podido comprobar que la
enzima superéxido dismutasa (SOD), que inactiva el
anién superdxido, mejora las relajaciones depen-
dientes de endotelio en vasos de animales diabéti-
cos. También hay datos que sugieren la participa-
cién de otros radicales libres, ya que la catalasa (que
promueve el catabolismo del radical peréxido), el
manitol (un barredor de radicales hidroxilo), la di-
metiltiourea (otro barredor de radicales hidroxilo) y
la deferroxamina (un quelante del hierro) pueden
mejorar total o parcialmente la disfuncién endotelial
diabética''. El papel de los radicales libres en el
dafio vascular diabético no sélo se ha observado en
modelos animales. En estudios pletismograficos rea-
lizados en sujetos con diabetes, la coinfusién de un
antioxidante como 4cido ascérbico y un agonista
muscarinico induce una mejoria en la respuesta vas-
cular!?2, Actualmente, cobra cuerpo la hipétesis de
que el estrés oxidativo es un mediador comun a to-
dos los mecanismos propuestos capaces de inducir
disfuncion endotelial diabética, bien como desenca-
denante de la alteracién de procesos bioquimicos,
bien como resultante de éstos y causante directo del
dafio celular'3.
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Glucosilacion no enzimatica de proteinas

La glucosilacién no enzimdtica (glucacién) de las
proteinas ha adquirido una gran importancia en el es-
tudio de las complicaciones a largo plazo de la DM.
Consiste en un conjunto de reacciones que comienzan
con la condensacién entre un hidrato de carbono y
grupos amino libres de las proteinas. Posteriormente
tienen lugar nuevas reacciones de condensacion, hi-
drdlisis, deshidratacién, reordenacién y polimeriza-
cién que dan lugar a unos productos finales de caréc-
ter fluorescente. El conjunto de estas reacciones se
denomina reacciones de Maillard (fig. 2). La fase ini-
cial de unién entre un azicar y una proteina da lugar
primero a una base de Schiff y luego a un producto de
Amadori. Esta fase se considera reversible y depende
exclusivamente de la concentracién de glucosa en el
medio y del tiempo de permanencia de dicha concen-
tracién. In vivo, la acumulacion de las bases de Schiff
y los productos de Amadori alcanza el equilibrio en un
periodo de horas (bases de Schiff) y semanas (produc-
to de Amadori). Algunos ejemplos de productos de
Amadori son la hemoglobina glucosilada, la albimina
glucosilada, las lipoproteinas glucosiladas o el factor
de Von Willebrand glucosilado, como proteinas circu-
lantes, o el coldgeno glucosilado como proteina es-
tructural.

En las proteinas de vida media mas larga, los proce-
sos de glucosilacién no se detienen en los productos
de Amadori, sino que éstos dan lugar a productos in-
termedios y mds adelante a los denominados produc-
tos finales de la glucosilacion avanzada (advanced
glycosylation end products [AGE]). Los AGE tardan
meses en formarse y son de cardcter irreversible. Con-
viene destacar que en varias secuencias de las reaccio-
nes de Maillard se liberan radicales libres (radical
superdxido). La glucosilaciéon no enzimdtica es esti-
mulada por el oxigeno y por catalizadores de reaccio-
nes de oxidacion, tales como metales de transicion
(hierro y cobre). Ademds, los AGE favorecen también
la autooxidacién de las proteinas de vida media larga.
Todo ello confirma una estrecha relacién entre la glu-
cosilacién no enzimatica de proteinas y el estrés oxi-
dativo (la denominada glucooxidacién o glucosilacién
autooxidativa), asi como la posibilidad de que conjun-
tamente expliquen algunos aspectos de la patogenia de
la vasculopatia diabética'*.

En muestras de tejidos obtenidos de sujetos diabéti-
cos se ha encontrado un aumento de los AGE respecto
a sujetos controles, lo que hace pensar en su papel
como agente patoldgico. Estos AGE no sélo se acu-
mulan en tejidos, sino que también sus concentracio-
nes plasmadticas son mayores en pacientes diabéticos.
Los AGE podrian causar su efecto por varios mecanis-
mos distintos. En la matriz extracelular producen alte-
raciones estructurales en sus proteinas, disminuyen las
uniones entre el heparan-sulfato y el coldgeno, y au-
mentan el entrecruzamiento (cross-linking) de coldge-
no. Ademds, interactian con un receptor especifico
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(RAGE), localizado en las células musculares lisas, el
higado, el endotelio, los macréfagos, los monocitos y
el mesangio, e inducen la liberacién de factores proco-
agulantes (factor de necrosis tumoral [TNF], interleu-
cina [IL] 1, IGF-I). Los AGE pueden formarse intrace-
lularmente causando cambios en el ADN o alterando
proteinas. Ademds, se ha descrito que los AGE au-
mentan el estrés oxidativo, inactivan el NO endotelial
e interfieren con las respuestas dilatadoras dependien-
tes del endotelio'.

La glucosilacion proteinica hasta la apariciéon de
AGE es un proceso que puede ser interferido por me-
dio de farmacos. La aminoguanidina es un agente que,
entre otras distintas acciones, es capaz de inhibir la
formacién de AGE. Los efectos de la aminoguanidina
sobre las complicaciones diabéticas se han investigado
en la retina, el nervio, el rifién y los vasos, sin resulta-
dos definitivos hasta el momento. Su empleo puede
reducir la incidencia de complicaciones vasculares
asociadas a diabetes en modelos animales, si bien to-
davia no hay resultados de su utilizacién en pacientes.
En experimentos realizados en nuestro laboratorio, el
estudio de la funcién endotelial en vasos procedentes
de ratas diabéticas tratadas con aminoguanidina mejo-
ra s6lo parcialmente!. Cuando los vasos de los anima-
les tratados con aminoguanidina se preincuban, ade-
mds, con SOD, la recuperaciéon de la respuesta
vasodilatadora es completa, lo que sugiere que una
parte de la disfuncién endotelial diabética puede estar
mediada por una acumulacién de AGE en la pared
vascular, pero existe otra parte que estd mediada por
otros mecanismos en los que participan los radicales
superéxido®. En este sentido, sin descartar el posible
papel de los productos avanzados de glucosilacion,
nosotros mantenemos la hipétesis, complementaria o
alternativa, de que los productos tempranos o interme-
dios de glucosilacién, como los productos de Amado-
ri, pueden tener un papel tan relevante como el de los
AGE o incluso mayor.

En apoyo de nuestra propuesta, disponemos de da-
tos experimentales que nos permiten apoyar nuestra
propuesta. En primer lugar, hemos demostrado que un
producto de Amadori, como la oxihemoglobina gluco-
silada, es decir, un producto relativamente temprano
de glucosilacién proteinica, interfiere con la funcién
endotelial a concentraciones nanomolares, es decir, en
cantidades que se encuentran libres en plasma en con-
diciones fisioldgicas!®18. Cabe destacar que este efecto
s6lo se observa en porcentajes de glucosilacién pato-
l6gicos, pero no en porcentajes normales. Ademads, a
estas bajas concentraciones, la oxihemoglobina no
glucosilada carece de efecto significativo sobre las di-
lataciones dependientes de endotelio'. Los efectos de
la oxihemoglobina glucosilada se deben a su capaci-
dad para generar aniones superdxido, que a su vez
destruyen el NO liberado por el endotelio. Este hecho
se pone de manifiesto porque el NO exdgeno en solu-
cidn es inactivado de manera andloga por la oxihemo-
globina glucosilada; este efecto es revertido en todos
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los casos con SOD!. Estos estudios, realizados ini-
cialmente en vasos de conductancia (aorta) y microva-
sos de resistencia (mesentéricos) obtenidos de ratas
controles no diabéticas'®'?, se han confirmado en mi-
crovasos mesentéricos de origen humano procedentes
de pacientes no diabéticos y sin enfermedad cardio-
vascular'®. Asimismo, otros investigadores han demos-
trado que la hemoglobina glucosilada también inter-
fiere con la relajacién dependiente de NO en el cuerpo
cavernoso de la rata, lo que sugiere una posible parti-
cipacion de los productos de Amadori en la disfuncién
eréctil asociada a la diabetes'®.

La interferencia con la funcién endotelial no se li-
mita a la hemoglobina, sino que otras proteinas solu-
bles, como la albimina®, o estructurales, como el co-
lageno®', pueden probablemente ejercer un efecto
similar cuando estdn glucosiladas. Ademas, hay traba-
jos que sugieren que la albimina glucosilada puede
modificar la actividad y la expresion de la sintasa de
NO en células endoteliales, aunque los datos son con-
tradictorios; asi, la albimina glucosilada como pro-
ducto de Amadori incrementa la actividad y la ex-
presion de la enzima®?, mientras que los AGE de albi-
mina la reducen®.

Los distintos experimentos realizados en nuestro la-
boratorio con modelos experimentales de DM (ratas
con diabetes inducida por estreptozotocina, es decir,
de tipo 1) han corroborado hasta el momento la hip6-
tesis original. Tanto in vivo como in vitro, la disfun-
cién endotelial observada en los animales diabéticos
se debe a un aumento del estrés oxidativo y se correla-
ciona estrechamente con los valores de glucosilacion
de la hemoglobina (HbA, ), lo que indica que, ademds
de constituir un marcador del control metabdlico de la
enfermedad, esta proteina glucosilada puede tener un
papel causal en las anomalias de la funcién endote-
li3115’24’25.

En etapas tempranas tras la inducciéon de diabetes,
las anomalias vasculares observadas son reversibles
con un tratamiento adecuado con insulina. No obstan-
te, la recuperacién de la funcién endotelial no se pro-
duce de forma inmediata tras la normalizacién de la
glucemia, sino que requiere 2 o 3 semanas de normo-
glucemia'>. Este hecho es importante, ya que éste es el
periodo necesario para que se descienda significativa-
mente el porcentaje de HbA | en sangre hasta alcanzar
valores normales (en torno al 5%), aunque durante di-
cho periodo los valores plasmaticos de AGE permane-
cen elevados. Por otro lado, existe un alto grado de
correlacion entre la presencia de disfuncién endotelial
en este modelo de diabetes y el porcentaje de HbA |,
mientras que su correlacién es baja con los valores
plasmaticos de AGE y con la glucemia'®. En conclu-
sién, estos datos sugieren claramente que la aparicién
o la reversion de la disfuncién endotelial diabética
estd estrechamente relacionada con el aumento o la
disminucién de los valores de hemoglobina glucosila-
da, es decir, de productos de Amadori, mientras que su
relacién con otros pardmetros es mucho menos evi-
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Fig. 3. Mecanismos de interferen-
cia entre un producto de Amadori,
como la hemoglobina glucosilada
(HbG), y el oxido nitrico (NO).
ACh: acetilcolina; BK: bradicini-
na;, GMPc: guanosinmonofosfato
ciclico; O,: anion superdxido;
H,0,: peroxido de hidrégeno.

dente. En cualquier caso, no podemos descartar de
manera definitiva que los AGE (probablemente AGE
tisulares en mayor grado que plasmaticos) tengan un
papel como inductores de dafio vascular en modelos
crénicos de diabetes o en pacientes con enfermedad
de larga evolucién. Proponemos, sin embargo, que
productos mucho mds tempranos en el proceso de glu-
cosilacién (productos de Amadori como la hemoglobi-
na glucosilada) pueden tener una participacién muy
relevante en el desencadenamiento de las complica-
ciones vasculares asociadas a la DM" (fig. 3).

La recuperacién de la disfuncién endotelial diabé-
tica, al menos en modelos experimentales, también
puede conseguirse mediante tratamientos con agen-
tes antioxidantes. La menor relajacion observada en
vasos de ratas con diabetes inducida por estreptozo-
tocina puede prevenirse mediante el tratamiento de
los animales con 4cido ascérbico y curiosamente con
un antidiabético oral con propiedades antioxidantes
como la gliclacida®. Dado que las sulfonilureas no
tiene efecto metabdlico alguno en este modelo de
diabetes, que es totalmente dependiente de la insuli-
na, es razonable concluir que los efectos de la glicla-
cida sobre la funcién endotelial son enteramente de-
bidos a sus propiedades antioxidantes, lo que se
corrobora por su capacidad de producir efectos simi-
lares en experimentos in vitro**?’. Asimismo, los tra-
tamientos capaces de reducir la hiperglucemia en
este modelo experimental de diabetes también se
acompafan de menor disfuncién endotelial?.
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La hipétesis mantenida por nuestro grupo de inves-
tigacién sobre el papel fisiopatolégico de los produc-
tos de Amadori en la vasculopatia diabética se ha ba-
sado fundamentalmente en datos in vitro u obtenidos
de modelos experimentales de la enfermedad. No obs-
tante, hemos realizado, asimismo, estudios sobre fun-
cionalidad endotelial en pacientes diabéticos, median-
te la técnica de pletismografia por oclusién venosa del
antebrazo, en los que la extrapolacién de dicha hip6te-
sis a humanos es perfectamente factible?. En efecto,
los pacientes diabéticos de corta evolucidn, cuya se-
leccién permite descartar otras causas de disfuncién
endotelial, presentan alteraciones en las relajaciones
dependientes de NO estrechamente relacionadas con
el grado de control metabdlico, expresado en funcién
de sus niveles de HbA .. Las anomalias de la funcién
endotelial observadas sélo en los pacientes mal con-
trolados estdn mediadas por un aumento del estrés
oxidativo y se recuperan tras un adecuado tratamiento
insulinico que normalice el control metabdlico de los
pacientes, en un proceso que se correlaciona estrecha-
mente con los valores plasmaticos de productos de
Amadori®. En definitiva, todos nuestros datos indican
que los productos tempranos en intermedios de gluco-
silacién protefnica deben tenerse en cuenta como cau-
santes de estrés oxidativo y disfuncion endotelial dia-
bética. En apoyo de esta idea, existen datos clinicos
sobre el incremento del estrés oxidativo observado en
estadios tempranos de pacientes infantiles o adoles-
centes con diabetes tipo 1%,
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Otros posibles efectos patolégicos mediados
por la glucosilacion no enzimatica de proteinas

Ademds de lo expuesto hasta ahora, nuestro labora-
torio ha obtenido datos adicionales que sugieren que
el papel de los productos de Amadori puede no estar
limitado a las alteraciones de cardcter funcional, como
la interferencia con las respuestas vasodilatadoras de-
pendientes de endotelio, sino que pueden también par-
ticipar en las alteraciones estructurales que aparecen
en la vasculopatia diabética, concretamente en el desa-
rrollo de hipertrofia vascular que se ha descrito tanto
en pacientes como en modelos experimentales®*2, Es-
tudios realizados en cultivos de células de musculo
liso vascular obtenidas de ratas no diabéticas, median-
te técnicas de andlisis de imagen por ordenador, han
permitido demostrar que la oxihemoglobina glucosila-
da induce hipertrofia celular sin modificar la tasa de
proliferacién celular®®. Este efecto hipertréfico se pue-
de observar a concentraciones nanomolares y no se da
al tratar los cultivos celulares con concentraciones si-
milares de hemoglobina no glucosilada. La hipertrofia
de la célula muscular lisa inducida por hemoglobina
glucosilada estd mediada por la liberacidn de especies
reactivas de oxigeno, en particular aniones superéxido
y radicales hidroxilo, ya que se puede contrarrestar
mediante la utilizacién de compuestos barredores de
dichas especies como superéxido dismutasa o dimetil-
tiourea®. Estudios andlogos realizados en cultivos de
musculo liso vascular de origen humano, obtenidos de
pacientes sanos desde el punto de vista cardiovascular,
ofrecen similares resultados sobre el crecimiento celu-
lar**. Ademds, demuestran que los productos de Ama-
dori estimulan, en estas células, la actividad de distin-
tos factores de transcripcién, como AP-1 y NFxB.
Este hecho es interesante, ya que se conoce que la ac-
tivacion de AP-1 estd efectivamente relacionada con el
crecimiento celular, también demostrado, mientras
que NFxB es un factor de transcripcién pleiotrépico
que estimula la expresion de genes que codifican dis-
tintas citocinas proinflamatorias y quimiotécticas, jun-
to con enzimas inflamatorias, moléculas de adhesion y
receptores, todos ellos involucrados en la inflamacién
vascular descrita en estadios tempranos de ateroscle-
rosis*. En definitiva, todo parece indicar que el proce-
so de glucosilacion no enzimdtica de proteinas, y con-
cretamente los productos tempranos en intermedios de
este proceso, tiene un papel relevante como activador
de los mecanismos fisiopatoldgicos que conducen al
desarrollo de vasculopatia diabética.
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