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INTRODUCCION

L- INTRODUCCION

Las complicaciones a largo plazo que se producen en los pacientes diabéticos
constituyen una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en las
sociedades avanzadas y en desarrollo. A este conjunto de alteraciones, que la
diabetes origina a largo plazo, y que se deben a una hiperglucemia mantenida en el

tiempo, se les ha dado el nombre de sindrome diabético tardio.

La hiperglucemia crénica asociada a la diabetes da lugar a la glicacion no
enzimatica de proteinas al reaccionar azucares reductores como la glucosa con los
grupos amino libres de las proteinas. Tras la uniéon del azticar a la proteina se
produce una cascada de reacciones que hacen que las proteinas glicadas
reversiblemente, se transformen de manera irreversible en los denominados
productos avanzados de glicacion (AGEs). Esta glicacion es una de las principales

causas de las complicaciones a largo plazo de la diabetes.

Se han identificado varios receptores para los productos avanzados de
glicacion cuya expresion estd incrementada en la diabetes. La mayoria de ellos retiran
AGEs circulantes por endocitosis, sin embargo, la union de AGEs al RAGE (Receptor
de productos avanzados de glicacion), desencadena una serie de respuestas
intracelulares que pueden formar parte de la patogénesis de las complicaciones de la

diabetes.

Aunque en la diabetes la unién de los AGEs a su receptor no es la tinica
causa de morbilidad, la implicacion del receptor de AGEs en estos procesos es clara.
Por tanto, la caracterizacion del receptor y el estudio de las respuestas intracelulares

que se generan, como consecuencia de la interaccion ligando-receptor, es de interés
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para buscar dianas moleculares que prevengan el inicio, la progresion y/o la

degeneracion de la funcionalidad de los drganos afectados por esta patologia.

En estudios anteriores de nuestro grupo de investigacion, se ha descrito que
el receptor de rata presenta un alto grado de variabilidad. Existen dos isoformas,
generadas por splicing alternativo (Giron et al., 1998). Ademas el gen del RAGE de
rata presenta dos sefales de poliadenilacion funcionales, esto hace que se generen
dos isoformas que difieren en la region 3’ no traducida del mRNA del receptor
(Caballero et al., 2004). Mas recientemente hemos descrito la posibilidad del uso de
dos diferentes inicios de la transcripcion del gen. No obstante, al inicio de esta Tesis
Doctoral existia un escaso conocimiento del trafico intracelular del receptor e incluso
se desconocia si era necesaria su internalizacion para la produccion de respuestas
intracelulares. Ademads, desconociamos si las diferentes isoformas descritas
presentaban la misma distribucion subcelular y si esto podria tener alguna

implicacion en el sindrome diabético tardio.

En esta Tesis Doctoral se han desarrollado sistemas de expresion eucariota
del RAGE fusionado a la proteina fluorescente verde (GFP). El uso de la proteina
verde como companero del RAGE se ha mostrado como acertado. La expresion en
células eucariotas de esta proteina de fusidon mantiene todas las propiedades del
receptor nativo en lo que hace referencia a su localizacion subcelular, capacidad de

union a ligandos y desencadenamiento de respuestas intracelulares.

El desarrollo de estos sistemas de expresion eucariota nos ha permitido
estudiar la modulaciéon de la generacion de senales por el RAGE. Asi hemos
descubierto, entre otros aspectos, que la internalizacion del receptor juega un papel
fundamental en la generacion de respuestas intracelulares y que una isoforma del

receptor generada mediante el uso de un inicio de la transcripcion alternativo tiene
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una localizacién citosdlica y que activa de forma constitutiva la cascada de

sefalizacion mediada por el RAGE.

En esta Tesis Doctoral también se ha abordado el estudio de la regulacion de
la expresion génica del RAGE de rata. Se ha estudiado la respuesta del promotor del
gen de rata frente a varios estimulos, se ha estudiado la influencia de la
internalizacion del receptor sobre la induccion de la actividad promotora y se ha
prestado especial interés al uso de diferentes senales de poliadenilacion como

mecanismo de control de la estabilidad del mRNA del receptor en rata y humanos.

Finalmente, hemos detectado que los productos finales de glicacion, no so6lo
los productos tempranos como se creia hasta ahora, bloquean el transporte de
glucosa en tejidos periféricos. En musculo este efecto es dependiente del RAGE y se
ejerce exclusivamente a través de la ruta de senalizacion de MAP Kinasas. Una
consecuencia relevante de este hallazgo, que también ocurre en tejido adiposo, es que
la presencia de AGEs circulantes no sélo es un indice de mal control diabético y de
predisposicion a complicaciones a largo plazo de la diabetes sino que puede afectar
directamente a la eficacia de los diversos tratamientos antidiabéticos al bloquear su
principal via de accion, el incremento del transporte de glucosa a los tejidos

periféricos.
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II.- ANTECEDENTES

I1.1.-DIABETES

La diabetes mellitus (DM) es una alteracion metabdlica caracterizada por la
presencia de hiperglucemia crénica que se acompana, en mayor o menor medida, de
alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, de las proteinas y de los
lipidos. El origen y la etiologia de la DM pueden ser muy diversos, pero conllevan
inexorablemente la existencia de alteraciones en la secrecion de insulina, de la
sensibilidad a la accion de la hormona, o de ambas. La hiperglucemia crénica de la
diabetes esta asociada con dafio, disfuncion y fallo a largo plazo de varios érganos,
especialmente ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos (American Diabetes

Association 2005).

La clasificacion actual de los sindromes que constituyen la diabetes se ha

hecho siguiendo criterios etioldgicos:

Diabetes tipo 1 (anteriormente se llamo diabetes juvenil o diabetes insulino-
dependiente): Representa solo el 5-10 % de casos de diabetes, estd causada por una
destruccion de las células B que normalmente lleva a una deficiencia absoluta de
insulina. Generalmente la destruccion de las células 3 del pancreas esta mediada por
el sistema inmune (diabetes tipo 1 autoinmune), lo mas frecuente en este tipo de
pacientes es la presencia de anticuerpos frente a las células de los islotes. Este tipo de
diabetes normalmente ocurre en la infancia y en la adolescencia, pero puede aparecer
a cualquier edad. La destruccion autoinmune de las células 3 tiene una
predisposicion genética, aunque también estd relacionada con factores ambientales
aun no totalmente definidos. Estos pacientes son propensos a padecer otras

enfermedades autoinmunes como la enfermedad de Addison, vitiligo o hepatitis
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ANTECEDENTES

autoinmune. En algunos pacientes, la diabetes tipo 1 no tiene una etiologia conocida
(Diabetes tipo 1 idiopatica). Esta forma de diabetes se hereda con una alta frecuencia
y se ha descrito mas en la poblacion africana y asidtica (American Diabetes

Association, 2005).

Diabetes tipo 2 (Anteriormente se llamé Diabetes del adulto o Diabetes no
insulino-dependiente): Representa el 90-95 % de los casos de diabetes. En este tipo de
diabetes existe una combinacion de resistencia a la accion de la insulina y una
secrecion inadecuada de insulina. En este tipo de diabetes la hiperglucemia se
desarrolla gradualmente, por lo que estos pacientes tienen un riesgo elevado de
desarrollar complicaciones vasculares. Los niveles de insulina son normales o
elevados. De hecho, los elevados niveles de glucosa hacen que las células [3 secreten
altos niveles de insulina lo que conduce al “agotamiento” de las células (. La
secrecion de insulina en estos pacientes acaba disminuyendo, por lo que acaba siendo
insuficiente para compensar la resistencia a insulina (Mattaei et al., 2000). Hay
muchas causas de este tipo de diabetes. La mayoria de pacientes con este tipo de
diabetes son obesos, sin embargo también puede ser diagnosticada en sujetos no
obesos, especialmente en ancianos. El riesgo de desarrollarla aumenta con la edad, la
obesidad y la pérdida de actividad fisica, ademas es mas frecuente en mujeres con
antecedentes de diabetes gestacional y en individuos con hipertension o dislipemia.
Su frecuencia varia en los diferentes subgrupos étnicos y raciales y tiene una fuerte

predisposicion genética (American Diabetes Association, 2005).

Existen otros tipos de diabetes con etiologia conocida que se incluyen en un
grupo denominado otros tipos especificos de diabetes. Este grupo incluye Diabetes
Mellitus causada por: defectos genéticos de la funcion de las células B, anteriormente

llamada diabetes juvenil de inicio en el adulto (MODY: Maturity Onset Diabetes of the
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Young); defectos genéticos en la accion de la insulina; enfermedades del pancreas

exocrino como pancreatitis, o carcinoma pancreatico; endocrinopatias como la

acromegalia o el sindrome de Cushing; drogas o productos quimicos; infecciones

como la rubeola; formas inusuales de diabetes provocadas por el sistema inmune y

otros sindromes genéticos (American Diabetes Association, 2005).

Diabetes gestacional: Se define como algtin grado de tolerancia a la glucosa

con comienzo o que se diagnostica por primera vez durante el embarazo.

Tabla IL.1.- Clasificacion etiolégica de la diabetes mellitus (American Diabetes

Association 2005)
Diabetes tipo 1 1.-Autoinmune
2.-Idiopatica
Diabetes tipo 2

Otros tipos especificos

1.- Defectos genéticos de la funcion de las células 3

2.- Defectos genéticos en la accion de la insulina

3.- Enfermedades del pancreas exocrino

4.- Endocrinopatias

5.- Inducida por drogas o productos quimicos

6.- Infecciones

7.- Formas inusuales de diabetes provocadas por el sistema
inmune.

8.- Otros sindromes genéticos

Diabetes gestacional
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Todas las formas de diabetes se caracterizan por el desarrollo de
complicaciones microvasculares especificas que incluyen retinopatia, nefropatia y
neuropatia. Ademads, la diabetes también estd asociada a la enfermedad
macrovascular, como la aterosclerosis, con una mayor prevalencia y severidad que en
personas no diabéticas, siendo la principal causa de mortalidad (Brownlee, 2001;
Hudson y Schmidt, 2004). En conjunto, estas complicaciones a largo plazo reciben el
nombre de sindrome diabético tardio y constituyen la principal causa de morbilidad

y de mortalidad en estos pacientes.

Aunque el mecanismo que provoca estas complicaciones no es del todo
conocido (Brownlee, 2001; Peppa & Vlassara, 2005), varios estudios indican que la
hiperglucemia crénica es el principal iniciador de las complicaciones microvasculares
de la diabetes, ya que se ha comprobado que un estricto control de la glucemia
reduce el riesgo de aparicion de estas complicaciones, tanto en la diabetes tipo 1 (The
Diabetes Control and Complications Trial Research Group 1993) como en la diabetes
tipo 2 (UK Prospective Diabetes Study Group 1998). Sin embargo, la relacion entre un
estricto control de la glucosa y las complicaciones macrovasculares no esta del todo

clara (Singh et al., 2001).

Los mecanismos por los que la hiperglucemia es responsable de las
complicaciones a largo plazo de la diabetes son multiples, los mas estudiados son: la
ruta de los polioles (Lee et al., 1995), la activacion de las isoformas de la proteina
quinasa C (Koya & King, 1998) y la glicacion no enzimatica de proteinas que da lugar
a la formacion de productos avanzados de glicacion (AGEs). Estos mecanismos no
son independientes (Brownlee, 2001; Gugliucci, 2000). Asi, el elevado flujo de
metabolitos a través de la ruta de polioles produce un aumento en la generacion de

sorbitol, una disminucion de la entrada de monoinositol y una disminuciéon de
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actividad Na*/K* ATPasa. La activacion de la PKC causa un aumento en la
permeabilidad vascular (Schmidt et a.l, 1999; Koya & King, 1998) y los AGEs tienen
efectos quimicos, celulares y tisulares implicados en el desarrollo y progresion de las

complicaciones diabéticas (Vlassara & Palace, 2002).

I1.2.-PRODUCTOS AVANZADOS DE GLICACION

Los resultados experimentales de la importancia de los AGEs en las
complicaciones vasculares son cuatro: los AGEs se encuentran en concentraciones
elevadas en los sitios donde se desarrollan las complicaciones diabéticas, glomérulo
renal, retina y nervios periféricos; la exposicion experimental a precursores de AGEs
o proteinas modificadas por AGEs produce una enfermedad vascular similar a la
originada por las complicaciones diabéticas; estudios en células vasculares in vitro,
utilizando proteinas modificadas por AGEs, han sugerido un papel para la glicacion
de proteinas en la disfuncién bioquimica unida a las complicaciones de la diabetes;
por ultimo, estudios con inhibidores de la formaciéon de AGEs, como la
aminoguanidina, en modelos animales de diabetes experimental han puesto de
manifiesto una disminucion en el desarrollo de las complicaciones vasculares

(Ahmed & Thornalley, 2007).

Ademas de la diabetes mellitus se han descrito otras enfermedades en las que
los niveles de AGEs estan incrementados: artritis reumatoide, enfermedades
asociadas con formacion de amiloides como la amiloidosis secundaria y la

enfermedad de Alzheimer.
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I1.2.1.- Formacion de AGEs

La formacion de AGEs ocurre naturalmente con el envejecimiento y de forma
acelerada en situaciones de hiperglicemia como la diabetes y en ambientes
inflamatorios y prooxidativos como en la aterosclerosis (Hudson & Schmidt, 2004).
La glicacion ocurre preferentemente en las proteinas, pero también otras
biomoléculas presentan grupos funcionales capaces de reaccionar con el grupo
aldehido de la glucosa, como los lipidos y los acidos nucleicos. Es dependiente del
grado y duracion de la hiperglicemia, la vida media de la proteina y la

permeabilidad del tejido a la glucosa (Ahmed, 2005).

La glicacion de proteinas, también denominada reaccion de Maillard, se inicia
por una reaccion entre un grupo amino libre de una proteina, principalmente los
grupos amino de los residuos de lisina y arginina, y un grupo carbonilico (aldehido o
cetona) de un aztcar reductor para formar una base de Schiff. En el caso de la
glucosa esta reaccion ocurre en un periodo de horas. Una vez formada la base de
Schiff se transforma en un compuesto mas estable, producto de Amadori o
fructosamina, que se forma en dias (Singh et al, 2001; Ahmed, 2005). La
determinacion de la hemoglobina glicosilada y de la fructosamina, que son productos
de Amadori, se utilizan como herramienta para monitorizar el control glicémico en
pacientes diabéticos. A continuacion, se producen una serie de reacciones de
deshidratacion, condensacion, ciclacion y oxidacion que dan lugar a la formacion de
los productos avanzados de glicacion (AGEs), reacciones que tienen lugar en
semanas o meses (Kikuchi et al., 2003; Wautier & Schmidt, 2004) (Figura IL.1). Los
AGEs se definen como estructuras complejas y heterogéneas, con entrecruzamientos
intra- e intermoleculares, son marrones y algunos son fluorescentes, aunque no todos

comparten estas propiedades (Wautier & Schmidt, 2004; Huebschmann et al., 2006).
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La glicacion es una reaccidon espontanea y reversible hasta la formacién del
producto de Amadori, sin embargo una vez formados los aductos AGE- proteinas,
son bastante estables y irreversibles (Ahmed, 2005). La glucosa no es el unico
precursor de AGEs, otras aldosas reaccionan mas rapidamente con las proteinas que
la glucosa, incluyendo metabolitos procedentes de la glucolisis y de la ruta de los
polioles (Bierhaus et al., 1998; Ahmed, 2005). Existen mecanismos alternativos para la
formacion de AGEs, como el denominado estrés carbonilo o rutas no dependientes

de glucosa (Huebschmann et al., 2006).

Lo mas relevante en la biologia de los AGEs es su asociacion con el estrés
oxidativo ya que en situaciones donde existe estrés oxidativo, como en inflamacion o
en pacientes con fallo renal, la formacion de AGEs estd aumentada (Baynes et al.,
1999; Schmidt et al., 1999). Las reacciones de oxidacion pueden llevar a la formacion
de AGEs, de hecho han sido identificados en lesiones aterosclerdticas en pacientes no
diabéticos (Schmidt et al., 1999). Por otro lado, la reaccion de glicacion se caracteriza

por la produccion de especies reactivas de oxigeno (Kikuchi et al., 2003).

Debido a la heterogeneidad de los AGEs generados in vivo y la complejidad
de las reacciones implicadas en su formacion, solo se ha determinado la estructura de
algunos AGEs. La carboximetil-lisina (CML, el principal AGE encontrado in vivo) y la
pentosidina, son los mejor caracterizados (Figura II.1). Ambos se acumulan en el
colageno de la piel al envejecer y de forma acelerada en la diabetes mellitus (Bierhaus

et al., 1998).

La glicacion altera la actividad biologica de las proteinas y sus procesos de
degradacion. El entrecruzamiento de proteinas por AGEs da lugar a la formacion de

agregados de proteinas insolubles y resistentes a proteasas (Kikuchi et al., 2003).

38



ANTECEDENTES

Debido a su formacion lenta, en un principio, se pensé que los AGEs sdlo se
formaban a partir de proteinas extracelulares de vida media larga, y en funcion del
tiempo, representando una forma de senescencia molecular. Sin embargo, los AGEs
también se forman a partir de moléculas de vida media corta, como las proteinas del
plasma y los lipidos (Makita et al., 1994; Vlassara & Palace, 2002). Esta modificacion
de moléculas de vida media corta implica la oxidacion de proteinas y lipidos, altera
su conformacion molecular, modifica sus actividades enzimaticas, reduce su
capacidad de degradacion y resulta en un reconocimiento y aclaramiento anormal

por parte de receptores (Vlassara & Palace, 2002).

Los AGEs son reconocidos por macrofagos, endocitados y degradados
parcialmente y como consecuencia se liberan a la circulacion AGEs de bajo peso
molecular conocidos como AGEs de “segunda generacion”. Estos péptidos contienen
intermediarios dicarbonilicos de la reacciéon de Maillard y son mucho mas reactivos
que la glucosa, por lo que pueden amplificar el dafio tisular (Peppa & Vlassara, 2005).
Estos péptidos son excretados por el rifién, parte se reabsorben y se catabolizan en el
tabulo contorneado proximal y el resto se excreta por la orina; por tanto su
eliminacion efectiva es dependiente de la funcidn renal (Makita ef al., 1991; Peppa &
Vlassara, 2005). Estudios in vitro han propuesto que la insulina también contribuye a
la eliminacion de AGEs desde el plasma a través de la ruta mediada por el IRS
(Insulin Receptor Substrate) y la activacion de la fosfatidil-inositol-3 kinasa (Sano et al.,

1998; Singh et al., 2001).

A nivel celular existen sistemas protectores intracelulares que limitan la
acumulacion de intermediarios reactivos de AGEs. Uno de estos sistemas es el de las

enzimas degradativas glioxalasas (Shinohara et al., 1991; Peppa & Vlassara, 2005).
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I1.2.2.- Mecanismos de toxicidad de los AGEs

Hay un gran nimero de estudios que han confirmado una fuerte relacion
entre la formacion de AGEs y los cambios fisioldgicos observados en la enfermedad
vascular, diabetes, aterosclerosis y envejecimiento (Bierhaus et al., 1998). Existen tres
mecanismos principales por los que los AGEs producen efectos toxicos en la célula
(Brownlee, 2000; 2001): modificacién de la estructura y funcion de proteinas
intracelulares, alteracion de proteinas de la matriz extracelular e interacciéon con

receptores celulares.

I1.2.2.1.- Alteracion de la estructura y funcién de proteinas intracelulares

Los AGEs no solo se forman en proteinas extracelulares. La rapida formacion
de AGEs intracelulares, a través de intermediarios altamente reactivos del
metabolismo de la glucosa, pueden alterar la estructura y funcion de proteinas
intracelulares, principalmente en células que no requieren insulina para el transporte
de glucosa, como las células endoteliales de la microvasculatura y las neuronas
(Brownlee, 2000). El factor de crecimiento fibroblastico es una de las principales

proteinas modificadas por AGEs (Giardino ef al., 1994; Brownlee, 2001).

I1.2.2.2.- Alteracion de proteinas de la matriz extracelular

La formacién de AGEs en los componentes de la matriz extracelular altera
propiedades fundamentales de moléculas claves de la matriz, dando lugar a
anomalias en las interacciones matriz-matriz y matriz-célula (Brownlee, 2000). Las
proteinas que constituyen la matriz extracelular y las membranas basales vasculares,
estan entre las proteinas con una vida media mas larga, y por tanto, son altamente

susceptibles a la modificacion por AGEs. Funcionalmente, los entrecruzamientos en

40



ANTECEDENTES

la membrana basal mediados por AGEs, reducen la solubilidad y disminuyen la

digestion enzimatica de proteinas (Vlassara & Palace, 2002).

En el coldgeno se producen enlaces covalentes intermoleculares producidos
por AGEs (Tanaka et al,, 1988). La formacion de AGEs en el colageno tipo IV
interfiere en el correcto ensamblaje de otras proteinas para formar la matriz
extracelular (Brownlee, 2000). El estrechamiento luminal, caracteristico de los vasos
diabéticos, se debe en parte a la acumulacion en el subendotelio de proteinas del
plasma como albumina, LDL e Ig G, que quedan atrapadas por los AGEs en el
colageno tipo I de la membrana basal. La formaciéon de AGEs en la laminina,
disminuye la unién de otros componentes principales de la membrana basal, como el
colageno y el heparan sulfato (Charonis et al., 1988), que es la molécula que
proporciona la carga negativa a la membrana basal del glomérulo. Como
consecuencia se produce proteinuria y ademas se estimula la sobreproduccion de
otros componentes de la matriz en la pared de los vasos (Brownlee, 2000; Goldin et

al., 2006).

La formaciéon de AGEs en la matriz también altera las interacciones de las
proteinas de la matriz con los receptores de las células (integrinas), por ejemplo la
modificacion de los dominios de unién del colageno tipo IV a células produce una
disminucion de la adhesion de las células endoteliales (Haitoglou et al., 1992). Todas
estas anomalias en la matriz extracelular alteran la estructura y funcién de los vasos

(Goldin et al., 2006).

En los vasos de mayor calibre, los AGEs disminuyen la elasticidad. Ademas,
los AGEs formados en las proteinas de la matriz vascular, producen trastornos en la
respuesta vasodilatadora al oOxido nitrico, debido a una inactivacion dosis-

dependiente (Bucala ef al., 1991; Wautier & Guillausseau, 2001).
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I1.2.2.3.- Interaccion con receptores celulares

Los AGEs son reconocidos por receptores celulares que internalizan y
degradan AGEs, pero que también pueden desencadenar rutas de transducciéon de
sefales, como es el caso principalmente del receptor de productos avanzados de
glicacion (RAGE), interaccion que aumenta la expresion de genes de una gran
variedad de moléculas implicadas en la enfermedad vascular y neural (Bierhaus et

al., 1997).

En macrdéfagos, la union de AGEs a sus receptores estimula la produccion de
IL-1, el factor de crecimiento I, TNF-a y el factor estimulante de colonias de
granulocitos. Esta estimulacion aumenta la sintesis glomerular del colageno tipo IV y
la proliferacion de macréfagos y células del musculo liso arterial (Tornalley et al.,

1998).

La unién de AGEs a sus receptores celulares produce una disminucion de los
mecanismos de defensa antioxidante en la célula (Bierhaus et al, 1997) y la
generacion de radicales libres de oxigeno. Como consecuencia del aumento del estrés
oxidativo se produce la activacion del factor de transcripcion NF-kB y por tanto un
aumento de la expresion de genes regulados por este factor, como el factor
procoagulante tisular y la molécula de adhesion VCAM-1 (Schmidt et al., 1995;
Bierhaus et al., 1997). La induccion de VCAM-1 hace que aumente la interaccion con
monocitos circulantes. El aumento de la expresion del factor tisular y la paralela
reduccion de la actividad de la trombomodulina, dependiente de AGE, cambia el
balance endotelial desde un estado anticoagulante a un estado procoagulante

resultando en trombosis focal y vasoconstriccion (Wautier et al., 1996).
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Figura II.2.- Efectos mediados por los AGEs (Ilustracion tomada de Goldin ef al., 2006)

I1.3.- RECEPTORES DE LOS AGEs

Se han identificado varios receptores que reconocen los AGEs. El primer

receptor identificado fue AGE-R1 o p60 (Yang et al., 1991), una proteina integral de

membrana de 48 kD. Esta proteina se encontr6 en el reticulo endoplasmico, se vid
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que era homdlogo al componente de 50 kD del sistema oligosacariltransferasa (OST),

por eso se llamo6 OST-48 (Li et al., 1996; Vlassara, 2001).

AGE-R1 fue purificado con otra proteina de 80-90 kD que se denominé AGE-
R2 (Yang et al., 1991). Esta proteina esta implicada en la sefializacion intracelular de
varios receptores. Las especies fosforiladas en tirosina estdn localizadas en la
membrana plasmatica y pueden unir otras moléculas como Shc y GRB-2 (Li et al.,
1996; Vlassara, 2001). Aunque no ha mostrado una unién directa a AGEs, su alta
fosforilacion por AGEs ha sugerido un papel de esta proteina en las etapas

tempranas de sefializacion de los AGEs (Stitt et al., 1999).

AGE-R2 estd unido a otra proteina que también une AGEs, AGE-R3 o
galectina-3. Se trata de una proteina que une carbohidratos y se ha relacionado con
muchas funciones celulares como la apoptosis, inflamacién y crecimiento tumoral. Es
una proteina abundante en el citoplasma y nucleo, también ha sido encontrada en la
superficie de macrofagos y otras células y une AGEs con alta afinidad (Vlassara et al.,
1995). El dominio de unién a AGEs esta en el dominio C-terminal, y muy préximo a
la region de unidn a carbohidratos. Se ha visto que es capaz de translocar desde el
citoplasma a la superficie celular cuando la célula es expuesta a AGEs. La expresion
en la superficie de AGE-R3 aumenta con la unién y endocitosis de AGEs por
macrofagos (Vlassara et al., 1995; Vlassara, 2001). El papel preciso de este receptor en
la sefalizacion dependiente de AGEs no ha sido determinado, pero parece tener un
papel importante en la regulacion del recambio de AGEs y en el mantenimiento de la

integridad tisular (Pugliese et al., 2000).

También se han identificado como receptores de AGEs algunos miembros de
la familia de los receptores scavenger de macrofagos (Miyazaki et al., 2002; Horiuchi et

al., 2003) de clase A: I (Araki et al., 1995) y II (Suzuki et al., 1997) y de clase B: CD36
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(Ohgami et al., 2001 a) y SR-BI (Ohgami et al., 2001 b); LOX-1 (Jono et al., 2002); FEEL-
1y FEEL-2 (Tamura et al., 2003). Estos receptores dan lugar a cambios celulares, como

la formacion de células espumosas en lesiones ateromatosas.

Otros receptores también interaccionan con los AGEs, como el RAGE
(receptor de productos avanzados de glicacion) (Neeper et al., 1992; Schmidt et al.,
1992), la lactoferrina que generalmente esta asociada de forma no covalente al
dominio extracelular del RAGE (Schmidt et al., 1994) o la lisozima, que es una

proteina de defensa inmunitaria (Li ef al., 1995).

En la diabetes, la expresion de alguno de estos receptores estd aumentada,

por ejemplo, galectina-3 (Pugliese et al., 2000) y RAGE (Lander et al., 1997).

Recientemente se han descrito nuevos receptores que unen AGEs, como N-
glicanos, erzina y megalina. Ademas, los diferentes receptores pueden interaccionar
o influir sobre otros, como se ha mostrado recientemente entre AGE-R1 y RAGE

(Bierhaus et al., 2005).

I1.4.- RECEPTOR DE PRODUCTOS AVANZADOS DE GLICACION (RAGE)

El RAGE es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas de
moléculas de superficie celular (Neeper et al., 1992; Schmidt et al., 1992). En humanos,
el gen del RAGE se localiza en el cromosoma 6, en la region del complejo mayor de
histocompatibilidad entre los genes de la clase II y clase III (Sugaya et al., 1994). El
RAGE esta compuesto por una region extracelular de 332 aminodcidos, que incluye
tres regiones del tipo de las inmunoglobulinas: un dominio N-terminal de tipo

variable, que es el dominio responsable de la unién de ligandos, y dos dominios de
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tipo constante (C y C’) que no unen directamente ligandos pero que podrian tener
importantes funciones en estabilizar el dominio variable para la unién de ligandos.
Tras el dominio extracelular tiene un dominio transmembrana y una cola citosélica
de 43 aminoacidos altamente cargada y que, aunque carece de motivos de
sefalizacion conocidos, es critica para la senalizacion intracelular dependiente de

RAGE (Neeper et al., 1992; Schmidt et al., 2000).

En el adulto, en condiciones fisioldgicas el RAGE se expresa en bajos niveles
en la mayoria de los tejidos, excepto en pulmoén donde su expresion es muy elevada
en animales maduros y sanos (Brett et al., 1993). También existen niveles elevados de
RAGE en neuronas del sistema nervioso central durante el desarrollo embrionario
(Hori et al., 1995). A nivel celular, el RAGE se expresa en la mayoria de los tipos
celulares: células del endotelio y musculo liso vascular, monocitos-macrofagos,

células epiteliales glomerulares y células neuronales (Brett et al., 1993).

La expresion del RAGE estd aumentada en células de los lugares donde hay
una fuerte activacion celular o estrés, como la diabetes, inflamacidon o enfermedad de
Alzheimer y esta asociada con un acimulo de sus ligandos (Li et al., 1997; Stern et al.,

2002b).

I1.4.1.- Ligandos del RAGE

Como otros miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, el RAGE
se caracteriza por tener un gran repertorio de ligandos, entre los que se incluyen los
productos avanzados de glicacion (AGEs) (Kislinger et al., 1999), fibras amiloides y
péptido B-amiloide (Yan ef al., 1996), anfoterina (Hori et al., 1995; Taguchi et al., 2000)
y miembros de la familia de las S100/calgranulinas (Hofmann ef al., 1999). Una de las

principales caracteristicas del receptor es el reconocimiento de familias de ligandos
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mas que un solo polipéptido (Schmidt et al., 2000; Stern et al., 2002a). Esto hace que
esté implicado en una gran variedad de procesos fisiopatologicos como por ejemplo
la enfermedad de Alzheimer, amiloidosis, formacidon y propagacion de tumores,
desérdenes inflamatorios y patologias asociadas con la diabetes como la
aterosclerosis y la nefropatia diabética (Tabla II.2). Aunque el receptor no es esencial
en la patogénesis inicial de estos desdrdenes si que esta implicado en la amplificacion
o progresion de los mismos (Schmidt et al., 2001; Stern et al., 2002b; Bucciarelli ef al.,

2002).

Tabla II.2.- Ligandos del RAGE y patologias asociadas (Schmidt et al., 2001;
Hudson et al., 2003).

Estado fisiopatoldgico asociado Ligandos del RAGE

Complicaciones de la diabetes AGEs
5100/calgranulinas

Amiloidosis Fibras amieloides
5100/calgranulinas
AGEs

Desordenes inflamatorios/inmunoldgicos 5100/calgranulinas
Anfoterina
AGEs

Tumores Anfoterina
5100/calgranulinas

La unién de los ligandos al RAGE no acelera su degradacion, sino que
comienza un periodo de activaciéon celular sostenida mediada por una sefializacion

celular dependiente de receptor.
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Una caracteristica importante del RAGE es la presencia de mas de un ligando
en los tejidos durante un tiempo prolongado, por ejemplo en tejidos diabéticos los
AGEs y S100/ calgranulinas estan presentes en cantidades elevadas (Stern et al.,

2002a).

Otro aspecto importante en la biologia del RAGE es que hay una co-
localizacién de ligandos y receptor en los tejidos donde los ligandos tienden a
acumularse. Por ejemplo, en vasos diabéticos, las células que expresan altos niveles
de RAGE, estan frecuentemente proximas a areas en las que los AGEs se acumulan
(Schmidt et al., 1999) y una relacién similar se ha visto en los vasos afectados de
pacientes con enfermedad de Alzheimer, en los que el RAGE se expresa en los vasos
en la proximidad a los depodsitos de amiloide B (Yan et al., 1996). La estimulacion
celular mediada por RAGE produce un aumento de la expresion del receptor, por lo
que existe un feed-back positivo por el cual la interaccidn receptor-ligando aumenta la
expresion del receptor y la activacion celular inducida por el receptor, provoca una
activacion prolongada del receptor (Schmidt et al., 2000). En el promotor del gen del
RAGE, existen dos elementos funcionales para NF-xB, que pueden ser responsables
del aumento de la expresion del RAGE observada en sitios donde se acumulan los

ligandos (Li et al., 1997; Tanaka et al., 2000).

I1.4.2.- Senalizacion celular inducida por RAGE

Las cascadas de sefializacion activadas por la interaccion RAGE-ligando
incluye rutas como: p2lras, ERK 1/2 MAP kinasas, p38 y SAPK/INK MAP kinasas,
Rho GTPasas (cdc42 y Rac), fosfoinositol 3 kinasa, y la ruta JAK/STAT (Lander et al.,
1997; Deora et al., 1998; Huttunen et al., 1999; Huang et al., 1999; Taguchi et al., 2000;
Huang et al., 2001; Yeh et al., 2001; Xu et al., 2003). Esto tiene como consecuencia la

activacion del factor de transcripcion NF-xB (Huttunen ef al., 1999; Bierhaus et al.,
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2001; Bierhaus et al., 2005b) y de la proteina de unién al elemento de respuesta al
cAMP (CREB) (Huttunen et al., 2002). La ruta de sefializacion que se activa es distinta
dependiendo del ligando que se une al RAGE y del estado de diferenciacién de la

célula (Bucciarelli et al., 2002).

La union de los ligandos al RAGE desencadena la generacion de especies
reactivas de oxigeno (Yan et al., 1994), al menos en parte por la activacion de la
NADPH oxidasa (Wautier et al., 2001). Mas recientemente, se ha visto que la cadena
de transporte mitocondrial también estd implicada en la produccion de radicales

libres mediada por AGEs (Basta et al., 2005).

El dominio citosolico del RAGE es critico para la transduccion de sefiales
mediada por RAGE y la modulacion de la expresion de genes y fenotipo celular
(Huttunen et al., 1999). Estudios in vitro e in vivo han indicado que la delecciéon del
dominio citosdlico del RAGE (DN-RAGE) elimina la sefializacién mediada por los
ligandos y su funcidn, incluso en presencia del RAGE (Hofmann et al., 1999; Taguchi
et al., 2000). No se conoce exactamente la molécula que se une al RAGE y que
desencadena la cascada de sefializacion. Se ha realizado un estudio in vitro utilizando
mutantes del RAGE humano con varias delecciones en el extremo carboxilo, que han
identificado la region citoplasmatica del RAGE como un sitio de unién a ERK, por
tanto sugiriendo que la sefializaciéon ocurre por la interaccion directa RAGE-ERK

(Ishihara et al., 2003).
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Figura IL.3.- Mecanismo de transduccion de sefial dependiente de RAGE (Stern et al.,

2002b).
IL5.- INTERACCION RAGE-LIGANDOS. PATOLOGIAS ASOCIADAS

Para determinar si el RAGE tiene un papel central en la perturbacion celular
inducida por sus ligandos en modelos in vivo, ha sido necesario bloquear el RAGE
durante largos periodos de tiempo. Se han preparado formas truncadas del RAGE,
RAGE soluble (sRAGE), compuesto solo por el dominio extracelular (Wautier ef al.,
1996). En presencia de exceso de sSRAGE, los ligandos se unen al RAGE soluble, como
consecuencia el receptor de la superficie celular queda “desocupado” y se disminuye
la activacion celular. Tanto en humano como en animales existen bajos niveles de
SRAGE en el plasma, generado por procesamiento proteolitico o expresion de formas
truncadas, por lo que la administraciéon de sSRAGE de la misma especie no produce

una respuesta inmune (Schmidt et al., 2000).
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IL.5.1.- Interaccion AGE-RAGE. Complicaciones de la diabetes

Como se indicaba en el apartado I1.2.2.3, como consecuencia de la interaccion
de los AGEs con el RAGE, se desencadenan una serie de efectos que hace que esté

implicado en la enfermedad vascular.

IL.5.1.1.- RAGE y enfermedad macrovascular diabética

El primer marcador de la enfermedad vascular diabética es un aumento de
permeabilidad del endotelio vascular (Schmidt et al., 1999; Hudson et al., 2003). Se ha
estudiado la implicacion del RAGE en esta patologia en modelos animales diabéticos,
en los que se ha visto que la infusiéon de AGEs produce un aumento de la
permeabilidad vascular. Para determinar el papel del RAGE en este proceso, se
bloqueo la interaccion RAGE-ligandos utilizando sRAGE o anticuerpos frente al
RAGE, y se observd que se bloqueaba el incremento de la permeabilidad vascular.
Ademas, el bloqueo del RAGE revertia la hiperpermeab