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Resum

Actualment es creu que les malalties neurodegeneratives, com ara I’Alzheimer o el Parkinson,
son causades pel plegament erroni de proteines i pels processos d’agregacié de fibril-les de
tipus amiloide, que sén una conseqUéncia de la glicacié no enzimatica. Per aquest motiu,
durant la darrera década ha augmentat notablement el nombre d’estudis relacionats amb la
deteccié i quantificacié de les proteines glicades, i amb la recerca d'agents terapéutics. De fet,
se sap que els productes finals de la glicacié (AGE) s’acumulen i es dipositen en diversos organs:
retina, cervell, pulmo, ronyé i cor, entre d'altres, la qual cosa és associada al desenvolupament
de certes patologies, com les cataractes, les malalties neurodegeneratives i la insuficiencia
renal i cardiaca. Per tant, no és estrany que aquestes malalties siguin frequents en les persones
d'edat avangada, ja que amb el pas del temps hi ha més AGE acumulats. Cal assenyalar que la
formacié d’AGE no és causada Unicament per la glicacié no enzimatica de proteines, ja que
d’'una manera semblant també es poden glicar els aminofosfolipids i alguns acids nucleics.
A més, 'autooxidacié dels productes de la glicacié no enzimatica condueix a la formacié
d’espécies oxigenades reactives que causen estrés oxidatiu i la peroxidacié dels acids grassos
insaturats, que generen més AGE. En aquest article, intentarem oferir una visié general del
procés bioquimic pel qual es formen els AGE i posarem un especial interés en totes les etapes
en qué intervenen els aminofosfolipids i en les consequéncies biologiques que tenen.

Resumen

Actualmente se cree que las enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer o el
Parkinson, son debidas al plegamiento incorrecto de proteinas y a los procesos de agregacion
de fibrilas de tipo amiloide, lo que es una consecuencia de la glicacion no enzimatica. Por
este motivo, en la Ultima década se han incrementado notablemente el nimero de estudios
relacionados con la deteccién y cuantificacion de las proteinas glicadas y con la busqueda de
agentes terapéuticos. De hecho, se conoce que los productos finales de la glicacion (AGE)
se acumulan y se depositan en diversos 6rganos, como la retina, el cerebro, pulmén, rifidén
y corazdn, entre otros, lo que se asocia con el desarrollo de ciertas patologias, como las
cataratas, las enfermedades neurodegeneratives y la insuficiencia renal y cardiaca. Por tanto,
no es de extrafar que se trate de enfermedades frecuentes en las personas de edad avanzada,
ya que con el paso del tiempo la acumulacién de los AGE se hace mas notable. Se debe sefalar
que la formacion de AGE no es debida Unicamente a la glicacion no enziméatica de proteinas,
ya que de una manera similar se pueden glicar también los aminofosfolipidos y algunos acidos
nucleicos. Ademas, la autooxidacién de los productos de la glicaciéon no enzimatica conduce a
la formacion de especies oxigenadas reactivas que causan estrés oxidativo y la peroxidacion de
los acidos grasos insaturados, generando mas AGE. En este articulo intentaremos ofrecer una
vision general del proceso bioquimico por el cual se forman los AGE, centrandonos en todas
las etapas donde intervienen los aminofosfolipidos y en sus consecuencias biolégicas.
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1. Els aminofosfolipids: components de les membranes cel-lulars

Per definicid, els lipids son biomolécules insolubles en aigua que tenen principalment tres
funcions biologiques: serveixen per emmagatzemar energia, sén senyalitzadors cel-lulars i
components de les membranes. Aqui ens centrarem en la darrera funcio, ja que els fosfolipids
son els lipids majoritaris en les membranes. A part de lipids, les biomembranes també consten
de proteineside carbohidrats units als lipids o a les proteines, com veiem a la figura 1. Aquesta
figura representa el model de mosaic fluid proposat, el 1972, per S. Jonathan Singer i Garth
Nicholson per explicar I'organitzacié fonamental de les membranes biologiques. L'essencia
d’aquest model és considerar que les membranes sén solucions bidimensionals de lipids i
proteines orientades. Les proteines de les membranes sén lliures per difondre lateralment
en la matriu lipidica, excepte que quedin restringides per interaccions especials, ja que una
petita proporcié dels lipids de les membranes interaccionen especificament amb aquestes
proteines i poden ser essencials per a la seva funcié. Aixo a banda, la bicapa lipidica també
es comporta com una barrera permeable altament selectiva, la qual cosa permet regular el
bescanvi de materials entre la cél-lula i el medi que I’'envolta. Totes aquestes funcions fan
que les membranes siguin indispensables per a la vida.

Figura 1 | Model del mosaic fluid de les membranes lipidiques

Els fosfolipids, juntament amb els glucolipids, adopten I'estructura de capa bimolecular com
a ordenacié més estable en solucions aquoses perqué sén amfipatiques (contenen alhora una
part hidrofilica i una altra d’hidrofobica). Aixo explica que aquests lipids siguin els constituents
principals de les biomembranes, que també contenen moléecules de colesterol. Aixi doncs,
I'estabilitat i la fluidesa de les membranes lipidiques sén garantides per les forces atractives de
van der Waals entre les cadenes hidrocarbonades i les interaccions electrostatiques i d’enllag
d’hidrogen favorables entre els grups polars dels lipids i les molécules d'aigua.
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En aquest article, ens centrarem en un tipus de fosfolipids, els fosfoglicérids, que mostram
a la figura 2. L'estructura d'aquests lipids consta d'un glicerol esterificat per dues cadenes
d’acids grassos que contenen normalment entre catorze i vint-i-quatre atoms de carboni, i
poden ser saturats o insaturats. La darrera posicié del grup glicerol queda esterificada per
un alcohol fosforilat, que pot ser la serina, I'etanolamina, la colina, el glicerol i I'inositol.
Com podem veure a la figura 2, els fosfolipids de la serina i I'’etanolamina presenten una
amina primaria, la qual cosa fa que puguin causar reaccions d’addicié nucleofila amb un
grup carbonilic d'un sucre reductor, i comencar, aixi, el procés de glicaci6 no enzimatic
dels lipids. Alguns estudis han comprovat que la glicacié lipidica canvia I'ordre lipidicii la
constant dieléctrica de la membrana, la qual cosa altera les interaccions lipid-lipid i lipid-
proteina i provoca la inhibicié dels enzims de membrana (per exemple, la Na*,K*-ATPasa
i la CA**-ATPasa) (Levi 2008). D'aquesta manera, es posa de manifest la significacié de
la glicacié dels lipids i la importancia que té en les diverses patologies i complicacions
cliniques amb les quals s'associen els processos de glicacié de biomolecules (Miinch 2012).

Figura 2 | Estructura dels diferents fosfoglicerids

2. Aspectes generals de la glicacié no enzimatica

La glicacié no enzimatica o reaccié de Maillard —en reconeixement al seu descobridor
(Maillard, 1912)— consisteix en la reaccié entre grups amina de biomolécules i grups
carbonil de sucres. Aquest procés té lloc en condicions fisiologiques i sense control
enzimatic, i causa modificacions estructurals i funcionals de proteines, lipids i acids
nucleics. Per exemple, en individus diabétics no controlats, la falta d’insulina o els nivells
baixos augmenten considerablement els nivells de glucosa en sang, estat que afecta
irreversiblement la integritat de les proteines de llarga vida (Brownlee 2001). Aixi doncs,
la glicacié de biomolecules és un factor clau en moltes patologies associades a la diabetis
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(nefropatia, retinopatia, malalties cardiovasculars, etc.), aixi com en I'envelliment i altres
malalties neurodegeneratives (Minch 2012).

La figura 3 mostra el mecanisme de la reaccié de glicacié que comenca a partir d'una
addicioé nucleofila d'un grup amino primari d’una biomolécula sobre un grup carbonilic
d’un sucre reductor i forma reversiblement una base de Schiff (BS). La formacié de la BS
té lloc en un periode d'hores i posteriorment es reordena per originar una cetoamina més
estable o compost d’Amadori. Aquesta reaccio6 té lloc en un periode de dies i és un procés
practicament irreversible. A través de reaccions d'oxidacié i de deshidratacio, el compost
d’Amadori es degrada i forma productes dicarbonilics (glioxal —GO—, metilglioxal —
MGO— i 3-desoxiglucosona —3-DG—) i els productes finals de la glicacié avancada (AGE).
Els composts dicarbonilics actuen com a propagadors de la reaccié —s6n molt més reactius
que els sucres dels quals son derivats— i tornen a reaccionar amb les biomolécules per
generar més AGE (Baynes 2003).

A continuacié, ens centrarem en cada un dels composts clau de la glicacié (BS,
compost d’Amadori i AGE), formats a partir de la reacci6 amb els aminofosfolipids. La
fosfatidiletanolamina (PE) i la fosfatidilserina (PS) sén els dos aminofosfolipids naturals
susceptibles de ser glicats (vegeu la figura 2).

Figura3 | Mecanisme de la glicacio no enzimatica de biomolecules
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2.1. Les Bases de Schiff (BS)

La primera etapa de la glicacié no enzimatica és un procés reversible que presenta catalisi
acid-base, en la qual té lloc la unié covalent de sucres reductors, com la glucosa, amb grups
amina per formar una BS.

Les investigacions dutes a terme fins a aquests moments han permés identificar i
quantificar la BS del PE derivada de glucosa en eritrocits humans (Breitling-Utzmann
2001). També ha estat demostrat (Kuriven 1999) que els aminofosfolipids i composts
obtinguts de I'oxidacié de biomolécules formen una BS. | a més, amb estudis de mecanica
i dinamica molecular s'ha establert el mecanisme de formacié de la base de Schiff entre
el grup polar de la PE i I'acetaldehid en un sistema periodic que imita la bicapa lipidica.
Els resultats assenyalen el paper catalitic de I'entorn de la superficie de la membrana
lipidica en totes les etapes de la reaccié (Solis-Calero 2010).

La determinacié de les constants cinetiques de la formacié de la BS constitueix la passa
inicial del coneixement de la glicacié. La cinetica d’aquesta reacci6 depen de nombrosos
factors (temperatura, pH, tampd, sucre i activitat de I'aigua) (van Boekel 2001), pero els més
determinants en la formacié de la BS pels aminofosfolipids son la seva accessibilitat davant els
composts glicants, el valor de pK_ del seu grup amino i les condicions del seu entorn. Uns estudis
recents sobre la formacié de la BS d'analegs d’aminofosfolipis revelen que, en condicions
fisiologiques, la preséncia de grups hidrofobics en I'estructura dels composts incrementa
I'eficacia d’aquesta reaccié, ja que disminueix el valor del pK_ del grup amina i augmenta la
proporcié de compost en forma reactiva i també dificulta la hidrolisi de la BS (Caldés 2013).
A més, la comparacié dels resultats dels composts analegs de la PE i la PS indiquen que la
preséncia del grup carboxilic en posicié alfa respecte del grup amina disminueix |'eficiéncia
de la reaccio, la qual cosa suggereix que la PE és I'aminofosfolipid natural que és glica més
(Caldés 2013). Els valors de les constants observades en condicions fisiologiques dels models
dels aminofosfolipids utilitzats en aquests treballs sén del mateix ordre de magnitud que
els obtinguts préviament amb un model peptidic (Adrover 2009). Aixo indica que aquests
aminofosfolipids son tan bones dianes com els peptids en els processos de glicacio.

2.2. El compost d’Amadori

La formacié del compost d’Amadori a partir de la BS és considerada la passa que limita la
glicacio, ja que és un procés molt més lent que el de la formacié de les BS (Martins 2005).
Actualment, els estudis de glicacié proteica se centren a identificar els llocs d'unié del
compost d’Amadori en proteines plasmatiques, com I'albimina (Schalkwijk 2012).

Quant a glicacié d’aminofosfolipids, des que Bucala et al. (1993) varen evidenciar
per primera vegada la reaccié in vivo entre la PE i la glucosa, Lertsiri et al. (1998) han
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identificat el compost d’Amadori-PE en globuls vermells humans i s’han desenvolupat
nombrosos métodes per quantificar-ne la formacié en mostres biologiques (Houjou 2004).
D’aquesta manera, s'ha corroborat que la concentracié d’Amadori-PE és més elevada
en el plasma i en els eritrocits de pacients diabétics que en individus sans, i es poden
quantificar els diferents tipus d'Amadori-PE segons les cadenes d’acid gras que contenen
els aminofosfolipids (Shoji 2010).

2.3. AGE: efectes toxics directes

Els AGE s6n un conjunt complex i heterogeni de composts estables que es formen basicament
per dues vies. Una via és la deshidratacio i el reordenament del compost d’Amadori, tant
en condicions oxidatives com en no oxidatives. La segona via és per reaccié de composts
carbonilics i dicarbonilics altament reactius (RC) amb grups funcionals amino, tiol i guanidini.
Shoji i els seus col-laboradors han detectat la presencia d’AGE derivats de PE (carboximetil-
PE i carboxietil-PE) en mostres bioldgiques humanes i han observat que la seva concentracié
en sang de pacients diabétics és més baixa que la detectada per a I’Amadori-PE (Shoji 2010).
De fet, es creu que les modificacions de les lipoproteines de baixa densitat (LDL) per AGE
(através del PE o de I'apoproteina) contribueixen a augmentar la susceptibilitat dels pacients
diabetics envers la malaltia de I'aterosclerosi (Popova 2010).

Els RC es poden generar per fragmentacié oxidativa de la BS (mecanisme de Namiki)
(Fu 1996), per autooxidacid de la glucosa mitjancant catalisi metal-lica (mecanisme
de Wolff) (Wolff 1991) i per peroxidacioé lipidica (vegeu l'apartat 3). L'increment en la
concentracié de RC provinents de reaccions oxidatives i no oxidatives i de productes de
glicoxidacio i lipoxidacié fa augmentar la modificacié de biomolécules i provoca estres
oxidatiu (Miyata 2002). Parlam d’estrés oxidatiu quan es produeix un desequilibri entre
la produccié d'espécies reactives de I'oxigen (peroxids i radicals lliures) i la capacitat dels
sistemes bioldgics de desintoxicar rapidament els reactius intermedis o reparar el dany
resultant. L'alteracié de I’entorn reductor de les cel-lules pot danyar tots els components
de la cél-lula, incloent-hi les proteines, els lipids i I’ADN (Betteridge 2000).

Els AGE desencadenen una resposta inflamatoria que deteriora els teixits. Aquesta
situacié comenca amb la interaccié entre els AGE i una proteina de la superficie cel-lular,
denominada receptor dels AGE (RAGE). El RAGE és un multilligand que pertany a la
familia de les immunoglobulines, que reconeix estructures tridimensionals enlloc de
sequéncies oligomeriques. Com veiem a la figura 4, la unié dels AGE a la proteina comenca
la transcripcié del factor proinflamatori (NF-kB) amb la resposta inflamatoria conseguent.
Addicionalment, es generen especies oxigenades radicalaries que disminueixen
I'activitat de I'enzim glioxalasa-I (GLO-I), i, d’aquesta manera, interfereix en el sistema
natural d’eliminacié dels precursors dels AGE. Aquesta situacié implica I'augment de la
concentracié de glioxal i metilglioxal, i també I'increment de la concentracié d'AGE i
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I'activacio dels RAGE, situacions que perpetuen la resposta inflamatoria. Hi ha estudis en
humans que indiquen que a les plaques d’ateroma s’esdevé |'expressié del RAGE, tant en
individus diabétics com en no diabetics (Fleming 2011, Ramasamy 2012).

Figurad4 | Mecanisme de I'activacio cel-lular a través de RAGE
durant I'envelliment

3. Peroxidacio: efectes col:-laterals dels AGE

La peroxidacié dels acids grassos insaturats és causada per les espécies oxigenades
radicalaries que es formen durant I'autooxidacié dels productes de glicacié no enzimatica.
S'ha comprovat que tots els AGE indueixen la formacié d'espécies oxigenades reactives,
mentre que solament els AGE altament modificats son capacgos de disminuir la viabilitat
cel-lular i induir apoptosi (Bigl 2008).

Les membranes lipidiques sén susceptibles de ser oxidades a causa de les seves propietats
fisicoquimiques i la reactivitat dels acids grassos que formen la membrana (Hulbert 2007).
Per una banda, cal tenir en compte la gran disponibilitat d’oxigen i de radicals lliures
presents en la membrana lipidica (Pamplona 2008), ja que sén molecules més solubles
en medis hidrofobs, i aixd fa que els lipids siguin les primeres dianes del deteriorament
oxidatiu. Per una altra banda, els acids grassos poliinsaturats (PUFA) sén molt sensibles a
I'oxidacio, a causa de la presencia del grup metilé entre dos dobles enllacos. La tendéncia
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a ser oxidats augmenta exponencialment amb el nombre de dobles enllacos per molecula
d’acid gras (Hulbert 2007). Els radicals lliures poden extreure atoms d’hidrogen de les
cadenes hidrocarbonades (H") i generar radicals C, que posteriorment solen combinar-se
amb I'oxigen dissolt en la membrana (vegeu la figura 5). El radical peroxil resultant és molt
reactiu, per la qual cosa ataca les proteines de membrana i oxida els PUFA adjacents, i es
formen aixi hidroxiperoxids lipidics (Halliwell 1999). Aquests composts sén més hidrofilics
que els acids grassos i, per tant, migren cap a la superficie de la membrana i pertorben
I'estructura de la bicapa i la seva fluidesa, entre altres propietats.

Figura5 | Oxidacio lipidica

Els hidroxiperoxids lipidics es fragmenten
i produeixen una extensa llista de RC que
tenen un temps de vida mitja de minuts
o hores. Tenint en compte aixd i que, a
més, sébn composts amb estructures sense
carrega que poden desplacar-se a través
de les membranes i del citosol, s'entén que
els RC siguin molt més destructius i tenguin
més abast que les espécies oxigenades
radicalaries (Pamplona 2011).

La velocitat d'oxidacié i de formacioé dels RC

és baixa en condicions fisiologiques, pero

s'incrementa amb I'edat i amb la disminucié

de la concentraci6 d'antioxidants (Voss
2006) (els tocoferols, els carotenoides i el coenzim Q sén els principals antioxidants que
actuen en el medi lipofilic de les cél-lules (Hulbert 2007)). Recentment, s’ha demostrat que
I'oxidacié de la PE glicada és més rapida que la de la no glicada, possiblement perque el
cap polar glicat presenta més llocs d’oxidacié (Simoes 2010).

Els RC generats a partir de I'oxidacié dels lipids reaccionen amb els grups nucleofils de les
biomolécules, com les proteines, I'ADN i els aminofosfolipids, la qual cosa produeix la seva
modificacié quimica i la formacié irreversible d’'una varietat de substancies i composts
entrecreuats coneguts com a productes finals de la lipoxidacié avancada o ALE (Thorpe 2003).

4. Mecanismes de defensa en front de la formacio d’AGE

Una de les estrategies terapeutiques utilitzades per prevenir les malalties derivades de
la glicacié no enzimatica es basa en I'Gs de molécules que inhibeixen aquest procés en
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alguna de les seves etapes, les quals detallam a continuacié (Wu 2011). A partir d’aquests
requisits, s’han assajat alguns inhibidors potencials (Rahbar 2003) i en alguns casos han
superat la fase d’estudis clinics (Williams 2004). En principi, la majoria d'inhibidors de la
formaciéo d’AGE sén també potencialment Utils com a inhibidors de la formacié d’ALE
(Baynes 2000).

e Segrest dels radicals lliures per alleugerir I'estreés oxidatiu i reduir la generacié de nous
grups carbonilics o RC. Els composts que s’han trobat que fan aquesta funcié sén els
flavonoides naturals (Wu 2011), la piridoxina i la piridoxamina (Chetyrkin 2008) (dos
vitamers B,). S’ha comprovat que la piridoxamina inhibeix la modificacié dels triptofans
proteics induida per radicals lliures (Chetyrkin 2008).

e Intercepcié dels grups carbonilics o RC. Algunes de les molécules que sén capaces de
reaccionar amb els grups carbonilics que comencen la glicacié o amb els quals s’han
format durant el procés de la glicacié son la piridoxamina (Amarnath 2004), alguns
polifenols del te (Peng 2011, Wu 2011), I'aminoguanidina (Thornalley 2000), la
metformina (Ruggiero-Lopez 1999), la D-penicilina (Wondrak 2002), la hidralazina
(Vindis 2006), i la carnosina i els seus derivats (Vistoli 2012).

e Foment de la quelacié de metalls de transicié, que estan relacionats amb el procés de
formacié d’AGE. Tant la piridoxamina (Adrover 2008) com I'aminoguanidina (Price 2001)
també poden actuar com a agents quelatants de metalls que catalitzen les reaccions
d'oxidacié involucrades en la glicacié. A més, també s’ha trobat que derivats de la
vitamina B, formen complexos metal-lics (Rahbar 2003, Ortega-Castro 2012), entre els
quals destaca el PIH (pyridoxal isonicotinoyl hydrazone), que és un agent quelatant del
ferro. L'Gs del PIH esta indicat per a malalties degeneratives i en els desordres causats
per la preséncia de ferro (Whitnall 2006).

e Ruptura de les estructures dels AGE d’entrecreuament. Segons els estudis de Vasan
et al. (2003), I'alagebrium (ALT-711) és una molécula capag d'inhibir I'entrecreuament
proteic i la fomacié d’AGE en un 95%.

e Bloqueig dels RAGE, que pot reprimir I'estres oxidatiu i la inflamacié dels sistemes
biologics. Alguns extractes de plantes (ginkgo biloba) poden inhibir I'activacié dels
RAGE en les cel-lules endotelials en condicions hipoglucémiques i hiperglucémiques
(Wu 2011).

Segons el que hem comentat i amb els coneixements actuals, podem dir que la vitamina
B, té les millors propietats inhibidores de tots els composts estudiats, ja que inhibeix més
d'una etapa de la glicacié a través d'alguna de les seves formes estructurals: la piridoxina,
la piridoxamina o el piridoxal. De fet, s’ha demostrat que la vitamina B, és un inhibidor
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de l'oxidacié de la dopamina, induida per la malaltia de I’Alzheimer (Hashim 2011).
A més, la deficiencia o els nivells baixos de vitamina B, es tradueixen en un increment
d’homocisteina i de I'estres oxidatiu, que s'ha associat a I'acceleracié de I'arteriosclerosi
en rates deficients d’aquesta vitamina (Endo 2006). Un dels vitamers B, el piridoxal, és
capac d'inhibir la glicacié formant una BS protectora amb els grups amino de proteines
(Khalifah 1999) i dels aminofosfolipids (Higuchi 2006). En concret, la constant de formacié
de la BS dels aminofosfolipids amb el PLP és entre 4 i 5 ordres de magnitud més gran que
la constant de reaccié amb els composts carbonilics de capacitat glicant (Caldés 2013). La
BS entre el PLP i els aminofosfolipids s’ha detectat en globuls vermells humans (Miyazawa
2012) i s'ha comprovat que els nivells d'Amadori-PE es redueixen aproximadament un
40% amb un suplement dietetic de PLP en rates amb diabetis induida. D’aquesta manera,
s'assenyala el piridoxal com un compost terapéutic per prevenir patologies derivades de la
diabetis i I'arteriosclerosi (Tokita 2005).
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