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Resumen  La hiperglucemia cronica produce un incremento en el nivel de glicacion no enzimética de proteinas
estructurales y circulantes del organismo generando simultdneamente un estrés oxidativo (produc-
cion de radicales libres del oxigeno) y carbonilico, proceso denominado glicoxidacion. Se ha demostrado que las
diferentes lipoproteinas (LP) plasmaticas son afectadas por la glicacion y/o glicoxidacion produciéndose en ellas
modificaciones fisicoquimicas y alteraciones en su metabolismo. La glicoxidacion de las LP adquiere caracteristi-
cas particulares, con respecto a otras proteinas, por producirse al mismo tiempo en la porcion proteica asi como
en los fosfolipidos que contienen, y generar un estrés oxidativo que favoreceria la lipoxidacion. Evidencias acumu-
ladas en los ultimos afios sugieren que los cambios generados, especialmente en las LDL que han sido las LP
més estudiadas, podrian ser en parte responsables del desarrollo de la micro-macrovasculopatia diabética. Este
tipo de complicaciones, una vez establecido es de dificil control y su progresion muchas veces inevitable por las
caracteristicas de irreversibilidad de los procesos de glicoxidacion. Por lo tanto, y teniendo en cuenta que la glicaciéon
ylo glicoxidacion dependen de los niveles promedio de glucosa circulante, la meta principal del tratamiento de las
personas con diabetes debera ser el mantenimiento de dichos promedios en valores o mas cercanos posibles a
los de personas sin diabetes. Este trabajo resume los ultimos adelantos en la glicacion-glicoxidacion de las LP y
su importancia en la diabetes mellitus para informacion del profesional no especializado en el tema.

Abstract Lipoprotein glycation and glycoxidation: their importance in diabetes mellitus. Chronic hypergly-
cemia induces an increase in the non enzymatic glycation of circulating and structural proteins together
with a glucose-generated oxidative and carbonyl stress, known as glycoxidation. The physicochemical characteristics
and the metabolism of lipoproteins are altered by glycation/glycoxidation and resemble those of other body proteins,
except for the fact that there is a simultaneous glycoxidation of both protein and phospholipid components generating
an oxidative stress that increases lipoxidation. Information gathered during the last few years suggests that, among
lipoproteins, modified LDL would principally contribute to developing diabetic micro-macrovascular complications.
The control and the prevention of the progress of such complications are difficult to attain due to the irreversibility of
glycoxidation. As glycation/glycoxidation is related to mean blood glucose, the goal in diabetes treatment must be
the achievement of a close to normal metabolic control. This review summarizes advances in the importance of
lipoprotein glycation/glycoxidation in diabetes mellitus.
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Los estudios epidemiolégicos aportan numerosas
evidencias acerca de la mayor incidencia de las enfer-
medades cardiovasculares en los pacientes diabéticos
con respecto a la poblacion general'. Estas complicacio-
nes se relacionan con el desarrollo acelerado de
aterosclerosis que tiene una aparicién prematura afec-
tando a la vasculatura de manera mas extensa en los
pacientes diabéticos que en los individuos no diabéti-
cos. En los diabéticos Tipo 2 la aterosclerosis aparece
como la mayor causa de muerte y en mas de la mitad de
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estos pacientes es la responsable de infartos de
miocardio?. En los diabéticos Tipo 1 también figura la
aterosclerosis como uno de los mayores causales de
mortalidad. Ademas, en los individuos no diabéticos, pero

Abreviaturas:

AG: acidos grasos libres; apo: apoproteina; CA: compuesto de
Amadori; CE: colesterol esterificado; CETP: proteina transportadora de
colesterol esterificado; Cl: complejos inmunes; CL: colesterol libre; Col:
colesterol; G-LDL: lipoproteinas de baja densidad glicadas; HDL:
lipoproteinas de alta densidad; HDL,: subfraccion 2 de HDL; HDL,:
subfracciéon 3 de HDL; HSPG: heparansulfato proteoglucanos; IDL:
lipoproteinas de densidad intermedia; LCAT: lecitina colesterol acil
transferasa; LDL: lipoproteinas de baja densidad; LH: lipasa hepética;
LP: lipoproteinas; LPL: lipoproteina lipasa; N-LDL: lipoproteinas de baja
densidad sin glicar; ox-G-LDL: LDL glicoxidadas; ox-LDL: LDL oxida-
das; PC: fosfatidil colina; PE: fosfatidil etanolamina; PGA: productos
de glicacion avanzada; PL: fosfolipidos; PUFA: &cidos grasos
polinosaturados; REC B/E: receptor clasico de LDL; TG: triglicéridos;
VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad.
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con una tolerancia a la glucosa alterada, el riesgo de
desarrollar complicaciones cardiovasculares por
aterosclerosis esta incrementado.

Las alteraciones que ocurren en forma temprana en
los vasos de los diabéticos incluyen anormalidades en la
permeabilidad de la pared vascular, aumento de la acti-
vidad procoagulante y alteraciones en la relajacion de-
pendiente de factores endoteliales.

Entre los principales factores de riesgo responsables
del desarrollo de aterosclerosis en la poblacion general
figura la dislipemia, especialmente el aumento de las LDL
circulantes y del colesterol (Col) que transportan. La ma-
nifestacion caracteristica del inicio del proceso
aterosclerotico es la acumulacion de lipoproteinas en la
intima arterial, cuyo principal componente son las LDL
provenientes del plasma. Modificaciones sucesivas de
las LDL en la pared arterial, sobre todo de tipo oxidativo,
determinan su potencial aterogénico®.

En los pacientes diabéticos, las lipoproteinas (LP)
presentan con frecuencia cambios cuali y cuantitativos
en su composicién y varios pasos de su metabolismo
estan alterados. Los determinantes de la dislipemia dia-
bética son varios y dependen del tipo de diabetes. Las
anormalidades del metabolismo lipoproteico juegan un
rol importante en las complicaciones vasculares
ateroscleroticas de dichos pacientes* S.

La hiperglucemia sostenida produce un incremento
en el nivel de glicacion no enzimética de proteinas es-
tructurales y circulantes, entre ellas las LP. Este proce-
S0 es uno de los factores que, en la diabetes, es capaz
de introducir modificaciones en la estructura de las LP y
como consecuencia alterar el comportamiento de las
mismas® 7. Evidencias acumuladas en los Ultimos afios
sugieren que la combinacién de procesos de glicacion
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no enzimatica y oxidacién por radicales libres, hipétesis
del estrés oxidativo propuesta por Baynes®, actuando
sobre las LP, contribuiria a generar un mayor riesgo
aterogénico en los pacientes diabéticos. Este hecho ha
determinado la realizacién de numerosas investigacio-
nes sobre este tema, en especial luego que el trabajo de
investigacion clinica con una poblacién numerosa de dia-
béticos Tipo 1, sobre el efecto del tratamiento intensivo
de la diabetes en la apariciéon y progresion de complica-
ciones de la diabetes mellitus (DCCT), identificara a la
hiperglucemia como un factor de riesgo para el desarro-
llo de las mismas®.

El objetivo de este articulo es presentar en forma bre-
ve y no exhaustiva, ya que existen excelentes revisio-
nes sobre esta temética, un resumen de los efectos de
la glicoxidacion sobre las LP y su probable participacion
en el desarrollo de la vasculopatia diabética.

Los esquemas del metabolismo general de las
lipoproteinas (Fig. 3 y 4) se incluyen para facilitar al lec-
tor no especializado en el tema una mejor comprension
del texto.

Glicacion y glicoxidacion: su accion sobre
las lipoproteinas

La glicacién no enzimatica consiste en la interaccion de la
glucosa (u otros monosacaridos) con las proteinas, sin la
participacion de enzimas, en un proceso que depende
exclusivamente de la concentracion del monosacarido y
del tiempo de contacto con las proteinas determinado por
la vida media de cada una en particular (Fig. 1).

En la etapa inicial de la glicacion se produce la unioén
no enzimatica y reversible del grupo aldehido de la glu-
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Fig. 1.— Esquema de la glicacion y glicoxidacion de proteinas por los siguientes
mecanismos: a) formacion de aldimina 'y CA 'y b) produccién de cetoaldehidos
reactivos por autoxidacion de la glucosa con generacion de radicales libres

del oxigeno
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cosa con grupos amino libres de las proteinas (amino
terminal o e-amino de lisinas) con formacién de aldiminas
o bases de Schiff. Posteriormente, por reordenamientos
moleculares se generan los compuestos de Amadori
(CA), llamados también fructosaminas'® ! porque el resto
glucosil se transforma en fructosil por el desplazamiento
del grupo carbonilo del carbono 1 al carbono 2 durante
el reordenamiento. Por otro lado, en el caso de las LP,
debido a la presencia de grupos amino libres en los
fosfolipidos (PL) también se forman CA sobre el compo-
nente lipidico de las mismas?*2.

En la segunda etapa de la glicacién, los CA participan
en una serie de reacciones irreversibles, colectivamente
llamadas reacciones de Maillard, para dar los productos
de glicacion avanzada (PGA) o AGE (Advanced Glycation
Endproducts). Las reacciones de Maillard son probable-
mente de mayor importancia para las proteinas de vida
media larga tales como los colagenos y el cristalino. Sin
embargo, también pueden afectar a proteinas de vida
media corta, como las LP, especialmente cuando éstas
son retenidas por periodos prolongados en la pared
arterial. La formacion de PGA comprende reacciones de
deshidratacién, condensacion ciclica, entrecruzamientos
intermoleculares y oxidacién por radicales libres del oxi-
geno. En el caso de las LP, las reacciones de oxidacion
son mas complejas que para otras proteinas debido a la
presencia de acidos grasos polinosaturados (PUFA) facil-
mente oxidables. La combinacion de las reacciones de
glicacion y oxidacion, llamada en conjunto glicoxidacion,
genera productos que pueden ser especialmente
aterogénicos® 131415 En los pacientes diabéticos han sido
detectados varios tipos de LP modificadas, incluyendo LP
glicadas, LP oxidadas y LP glicoxidadas. La interaccion
entre glicacion y oxidacién provee una probable explica-
cion para el incremento de aterosclerosis que frecuente-
mente se asocia con la diabetes!* 6. (Ver glicoxidacion
de LDL més adelante).

La primera demostracién del incremento de la
glicacién de las apoproteinas, o sea el componente pro-
teico de las LP, expuestas a concentraciones elevadas
de glucosa in vivo e in vitro, fue realizada por Schleicher
y col. en 1981, las principales apoproteinas, A, A, B,
C y E, incorporaban glucosa de manera proporcional al
tiempo de incubacién y a la concentracién de glucosa en
el sistema. Observaron también un incremento de dos
veces en la glicacion de apoB de LDL de pacientes dia-
béticos comparadas con LDL de individuos no diabéti-
cos y fueron los primeros en sugerir que el incremento
de la glicacion de las apoproteinas in vivo podria tener
consecuencias metabolicas significativas.

De manera concordante, Curtiss y Witztum?*¢, encon-
traron que en individuos hiperglucémicos la glicacion afec-
taba a todas las clases de apoproteinas y Kim y Kurup®®
demostraron un incremento del nivel de fructosil-lisina

647

en LDL de pacientes diabéticos. Por otro lado Lyons y
col.?® observaron una correlacion positiva entre el grado
de glicacion de LDL en diabéticos Tipo 1 e indices de
control glucémico como fructosamina y HbA . Sin em-
bargo, pacientes normolipémicos y con un control
glucémico aceptable ya presentaban un incremento en
la glicacién de sus LDL. Todos estos trabajos de los afios
80 pusieron en relieve la importancia de la glicacion de
las apoproteinas con respecto a su probable efecto so-
bre el metabolismo de la mismas.

El componente lipidico, principal constituyente de las
LP, también puede glicarse como ya hemos indicado.
La glicacion de los lipidos de las LP fue estudiada en
forma intensiva por Bucala y col.? quienes propusieron
la hipotesis de que los PL que tuvieran grupos amino
libres podrian reaccionar con glucosa para formar PGA
de manera similar a los polipéptidos?'. Su demostracion
se logro incubando PL en presencia de altas concentra-
ciones de glucosa y quelantes metalicos. De esta mane-
ra demostraron que la fosfatidiletanolamina (PE), que
tiene un grupo amino libre, reaccionaba para formar CA
y posteriormente PGA, a diferencia de la fosfatidilcolina
(PC) que, por tener un grupo amonio cuaternario, no
podia formar la aldimina inicial del proceso de glicacién
no enzimatica. En forma paralela con la formacion de
PGA-PE, se producia la oxidacion de acidos grasos,
detectable por la apariciéon de aldehidos reactivos (Fig.
2). En cambio cuando se incubaba PC (que no se glica)
con glucosa y lisina, no habia oxidacién, mostrando que
la formacién de PGA debia ocurrir directamente sobre
el PL para inducir la oxidacion de los acidos grasos. En-
tre los productos resultantes de la glicacion avanzada
de lipidos identificaron al 4-hidroxihexenal, un aldehido
gue se forma por la ruptura oxidativa del acido
docosahexenoico n-3, que es un componente importan-
te de las LP. El mismo modelo de incubacion in vitro fue
empleado para estudiar la contribucién de la glicacion
avanzada a las modificaciones oxidativas de las LDL. La
incubacién de LDL con glucosa condujo a la formacién
de PGA tanto en el componente lipidico como en la apoB;
los PGA-PL se formaron con mayor velocidad que los
PGA-apoB. Al mismo tiempo se detectaron productos
de oxidacion de las LDL. En base a los estudios
descriptos, Bucala y col. propusieron que la oxidacién
gue ocurre durante la glicacién avanzada de los PL, ac-
tuando directamente dentro del microambiente lipidico,
podria constituir in vivo un mecanismo iniciador de la
peroxidacién de los PUFA de las LP que seria indepen-
diente de otros mecanismos oxidantes (ver glicoxidacion
de LDL mas adelante). La identificacion posterior de un
intermediario dicarbonilico de la glicacion avanzada de
lipidos, la amino-didesoxiosona, sirvié de apoyo a la hi-
pétesis anterior. Dicho intermediario tiene propiedades
oxidantes, y al estar unido al grupo amino de un PL
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Fig. 2.— Esquema de la glicoxidacion de PL: formacion de PGA con posterior
dafio oxidativo de las cadenas de los acidos grasos laterales. Pe-NH,:
etanolamina-fosfato. (adaptado de referencia 12).

podria interaccionar con cadenas de acidos grasos ve-
cinos e iniciar su peroxidacion??,

Passarelli y col.? realizaron la glicacién in vitro de
VLDL, LDL, HDL, y HDL,. La incorporacion de glucosa
en todas las LP fue proporcional al tiempo de incubacion
y ocurrié simultdneamente en la fraccién lipidicay en la
fraccién apoproteica, con predominio en esta Ultima. La
mayor parte del contenido de glucosa en los lipidos co-
rrespondié a PE.

Las LP circulantes son glicadas como consecuencia
de su reaccién con glucosa, pero ademas pueden
interaccionar con PGA-péptidos que entran al comparti-
mento plasmatico provenientes del catabolismo de pro-
teinas estructurales modificadas por PGA. Los PGA-
péptidos o productos derivados de ellos circulan en for-
ma aumentada en los pacientes diabéticos, especialmen-
te si existe insuficiencia renal. En LDL aisladas de pa-
cientes diabéticos con y sin insuficiencia renal, Bucala y
col. han demostrado la presencia en cantidad aumenta-
da de PGA-apoB y PGA-PL, en una relacion cuantitativa
semejante a la observada en sus ensayos de glicacion
in vitro®- =,

Efectos de la glicacion no enzimética sobre
las lipoproteinas

A continuacién se describen los efectos de la glicacion
no enzimatica sobre las diferentes LP, haciendo refe-
rencia a sus consecuencias metabolicas. La mayoria de
las publicaciones se refieren a la glicacion de las LDL,
por su mayor asociacion con la aterogénesis.

LDL

La glicacion no enzimatica modifica las caracteristicas
fisicoquimicas de las LDL, entre ellas su migraciéon
cromatografica, propiedad que se aprovecha para reali-
zar su fraccionamiento.

A partir de LDL aisladas de diabéticos Tipo 1 y de
controles no diabéticos, Klein y col.?* separaron y carac-
terizaron dos fracciones, una glicada (G-LDL) y otra no
glicada (N-LDL), por cromatografia de afinidad que fija
compuestos de fructosil-lisina. El porcentaje de G-LDL
fue mayor para los pacientes diabéticos que para los
controles como asi también el grado de glicacién de di-
cha fraccion. Con respecto a la composicion quimica,
las G-LDL de ambos grupos estaban enriquecidas en
triglicéridos (TG). Estos resultados indican que en pa-
cientes diabéticos Tipo 1 hay mas moléculas de LDL
que estan glicadas y que éstas estan modificadas por
glicacién en mayor proporcién que las correspondientes
a individuos normales.

En una publicacion de Sobenin y col.?® se resumen
los hallazgos referentes a las modificaciones aterogé-
nicas de las LDL de los pacientes diabéticos. De acuer-
do a sus resultados hay una fraccién de LDL modificada
que coexiste con la LDL nativa. La misma se caracteriza
por varias alteraciones en sus propiedades fisicoquimi-
cas: presenta un mayor grado de glicacién (la cantidad
de restos de fructosil-lisina es 1.3-1.7 veces mayor que
para las LDL nativas); su contenido en acido sialico esta
disminuido entre 25-60%; de acuerdo a las medidas de
diametro y densidad esta constituida por particulas pe-
quefias y densas y éstas tienen una carga neta superfi-
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Fig. 3.— Esquema simplificado del metabolismo de las VLDL y LDL.

cial mas electronegativa. En suma, la fraccién de LDL
modificada in vivo en los pacientes diabéticos estaria
representada por LDL glicadas, desializadas, peque-
flas y densas y mas electronegativas.

Las LDL transportan la mayor parte del Col plasmatico
y lo distribuyen a los tejidos regulando la sintesis
intracelular de Col. Son catabolizadas en su mayor par-
te, por fijacion a receptores de membrana (REC BJ/E) a
través de la apoB (Fig. 3). El aumento del nivel plasmatico
de LDL, y/o cambios en sus subfracciones, se asocian
con un incremento del riesgo aterogénico®. En los pa-
cientes diabéticos, si bien dicho nivel se mantiene mu-
chas veces dentro del rango normal, se producen alte-
raciones en las subfracciones componentes, de diame-
tro, de densidad y de composicion lipidica, que las ha-
cen mas aterogénicas?. A ellas se agrega la glicacion
no enzimatica, que modifica cualitativamente a las LDL
y afecta su metabolismo, pudiendo aumentar su poten-
cial aterogénico. En este sentido, la glicacion estéa direc-
tamente ligada a la oxidacion de las LDL en la pared
arterial'4 6,

A continuacion nos referiremos a varias publicacio-
nes relacionadas con los efectos de la glicacién y/o
glicoxidacion sobre diferentes etapas del metabolismo
de las LDL.

a) Interaccion de LDL glicadas (G-LDL) con el recep-
tor clasico de LDL (REC B/E). La glicacion interfiere en
el reconocimiento de la LDL por su receptor especifico
de membrana (REC B/E) disminuyendo su fijacién y de-
gradacion y favoreciendo el aumento del nivel plasmatico
de LDL.

La glicacion in vitro de LDL ha permitido estudiar el
comportamiento de las G-LDL sin la interferencia de otros

factores, tales como cambios de composicion lipidica,
gue pueden estar presentes en LDL aisladas de pacien-
tes diabéticos. La captacion de LDL glicadas in vitro por
fibroblastos humanos, que expresan el REC B/E, esta
disminuida con respecto a la de LDL no glicadas, en
forma proporcional al grado de glicacion?® 29 30,
Steinbrecher y Witztum?! investigaron el efecto de pe-
quefios grados de glicacion (2-12% de lisinas modifica-
das in vitro) en el aclaramiento in vivo de LDL. Demos-
traron una relacién lineal inversa entre glicacion de LDL
y su aclaramiento en cobayos. Modificaciones de 2-5%
de lisinas, del mismo orden del hallado por los autores
en pacientes diabéticos, producian una disminucién del
catabolismo del 5-25%.

La glicacién avanzada de las LDL también modifica
su interaccion con el REC B/E. Usando ratones
transgénicos que expresan el receptor humano para LDL,
se comparé el aclaramiento de PGA-LDL (preparadas
por incubacion de LDL con glucosa o con PGA sintéticos)
y de LDL no glicadas, encontrandose una relacion inver-
sa entre el nivel de glicacién avanzada de la apoB y el
aclaramiento de las LDL2. El mismo grupo de trabajo
investigé de qué forma la glicacién avanzada interfiere
en la captacion y degradacién de las LDL. Para ello, LDL
nativa fue modificada in vitro hasta alcanzar un nivel de
glicacion similar al encontrado en pacientes diabéticos.
Las PGA-LDL mostraron, en los ensayos de captacion,
una disminucion en la union al REC B/E de fibroblastos
humanos proporcional a la modificacién por PGA. Se lo-
calizaron los sitios de fijacién de PGA a la apoB asocia-
dos con la disminucién de la interaccién con el receptor.
A pesar del gran tamafio de la apoB (4536 aminoacidos)
y de su contenido alto en lisinas (359 unidades), el sitio
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predominante de formacién de PGA se encuentra en
una region pequefia, de 67 aminoéacidos (9 lisinas po-
tencialmente reactivas), localizada a 1791 aminoacidos
del dominio de unién al REC B/E. Los autores sugieren
que la glicacion avanzada en esta region alejada del
dominio de unién, podria inducir un cambio en la confor-
macién espacial de la apoB suficiente como para alterar
la interaccion ligando-receptor®. En un trabajo posterior
identificaron otros sitios que pueden ser modificados
por glicacién avanzada in vitro. Dos de ellos estan ubi-
cados a ambos lados del dominio reconocible por el
REC B/E. No se encontré, en cambio, glicacion de las
lisinas pertenecientes a dicho dominio. La conclusion
de los autores es que la modificacién de las lisinas ad-
yacentes al dominio de unién podria ser la responsable
primaria de la captacion disminuida de PGA-LDL por el
REC B/E®*.

b) Interaccion de G-LDL con receptores de
macréfagos y células de la intima arterial. De gran rele-
vancia en la iniciacion de la lesion aterosclerdtica es la
captacion de LDL por los macréfagos y su transforma-
cion en células espumosas®. Se sabe que los macroéfagos,
ademas del REC B/E, poseen otros receptores que re-
conocen LDL oxidadas y que también tienen receptores
para PGA-proteinas. La existencia de diferentes recep-
tores celulares capaces de reconocer productos de oxi-
dacién o PGA serviria para remover in vivo moléculas
asi modificadas limitando sus potenciales efectos perju-
diciales. Por otro lado, tal sistema podria determinar res-
puestas disfuncionales en situaciones patoldgicas tales
como aterosclerosis, hiperlipemia o diabetes®. Debido
al incremento de la incidencia de aterosclerosis en la
diabetes resulta importante estudiar la interaccion de los
macréfagos con las G-LDL.

Lopes Virella y col.** demostraron que la glicacion in
vitro de LDL estimula su captacion y degradaciéon por
macréfagos derivados de monocitos humanos, determi-
nando un incremento en la sintesis y acumulacién de
colesterol esterificado (CE) en los mismos. Como el re-
conocimiento de G-LDL por el REC B/E de macréfagos
estaba disminuido, los autores analizaron otras vias po-
sibles de captacién. De acuerdo a los resultados propu-
sieron la existencia de un mecanismo de alta capacidad
y baja afinidad, diferente del REC B/E, que seria el res-
ponsable en los macréfagos de la captacion y degrada-
cién de la mayor parte de las G-LDL.

Las LDL aisladas de pacientes diabéticos Tipo 1, tam-
bién determinan una mayor sintesis y depdsito de CE
en macréfagos®, que se correlaciona con el grado de
glicacion. En estos pacientes la composicion lipidica de
las LDL era similar a la de los controles no diabéticos y
la Unica diferencia entre ellas era aparentemente la
glicacion, que en los pacientes diabéticos estaba
incrementada en 1.4 veces.
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En una publicacién mas reciente?*, los mismos auto-
res estudiaron el metabolismo de las subfracciones
G-LDL y N-LDL obtenidas a partir de LDL totales de
diabéticos Tipo 1 y de controles no diabéticos. Cuando
las subfracciones se incubaron con fibroblastos, que s6lo
expresan el REC B/E, la velocidad de acumulacion de
las N-LDL de ambos grupos fue mayor que la de las G-
LDL correspondientes. Por el contrario, en la incubacion
con macréfagos derivados de monocitos humanos, tan-
to las G-LDL de los pacientes diabéticos como las de los
controles, fueron acumuladas con mayor velocidad y
determinaron una mayor sintesis de CE en dichas célu-
las que las N-LDL correspondientes. Ademas, compa-
rando G-LDL de diabéticos y de controles, la velocidad
de acumulaciéon en macréfagos fue mayor para las pri-
meras. De acuerdo a los autores, estos resultados apo-
yan los obtenidos previamente en el mismo laboratorio
gue mostraban que las LDL totales, aisladas de diabéti-
cos Tipo 1 o Tipo 2 o glicadas in vitro, son captadas y
degradadas por macréfagos principalmente a través de
un mecanismo de alta capacidad y baja afinidad, dife-
rente del receptor clasico de LDL, determinando una
mayor sintesis de CE en ellos. Las G-LDL serian por lo
tanto mas aterogénicas que las N-LDL.

Productos de glicacion avanzada fijados a la albimi-
na pueden interaccionar con las LDL y alterar sus pro-
piedades fisicoquimicas®. Las modificaciones inducidas
por PGA-albimina se acompafian por un aumento en la
velocidad y cambios en los mecanismos de captacion
por macrofagos de las LDL asi modificadas. Disminuye
la fijacion al REC B/E en favor de otros mecanismos
mediados por receptores pero que no son saturables y
por fagocitosis. PGA-proteinas, incluyendo PGA-albu-
mina, han sido detectadas en la intima arterial de pa-
cientes diabéticos. Los mecanismos descriptos podrian
in vivo favorecer la transformacion de macréfagos en
células espumosas®.

Sobenin y col.?® demostraron que la fraccion de LDL
modificada presente en los pacientes diabéticos (cuyas
caracteristicas fisicoquimicas ya se han mencionado) es
aterogénica con respecto a la induccién del depésito de
Col en células de intima de aorta humana de cultivo, a
diferencia de la fraccion de LDL nativa con la cual co-
existe. De acuerdo a los autores la glicacion y la
desializacién afectarian en forma sinérgica el potencial
aterogénico de las LDL de los diabéticos.

c) Atrapamiento de G-LDL en la intima arterial. En
condiciones normales, las LDL plasmaticas penetran en
la intima arterial a través del endotelio intacto pudiendo
volver libremente al plasma y la concentraciéon de LDL
en la intima arterial se correlaciona directamente con su
concentracion plasmatica. En la diabetes, se produce
una acumulacién de PGA sobre las fibras del colageno y
otras proteinas de la matriz extracelular arterial de baja



GLICOXIDACION DE LIPOPROTEINAS Y DIABETES

velocidad de recambio y se generan grupos reactivos
capaces de formar entrecru-zamientos covalentes con
proteinas solubles que circulen a través de ellas. De
esta forma las LDL, que tienen una vida media corta en
la circulacion, pueden quedar covalentemente
inmovilizadas por los PGA reactivos de las proteinas
estructurales arteriales de vida media larga’. Se ha de-
mostrado que para una concentracion constante de LDL,
la proporcién de atrapamiento covalente se incrementa
en forma lineal con el grado de glicacion del colageno y
viceversa si se mantiene constante la glicacion de éste®.
Por otro lado, la glicacion de las LDL incrementa su
interaccién con los proteoglucanos arteriales, favore-
ciendo su retencion en la matriz extracelular; la fijacién
de G-LDL a proteoglucanos in vitro es proporcional al
grado de glicacion*. Ademas, la generacion de radica-
les libres por peroxidacién de los PUFA en las
lipoproteinas adheridas puede contribuir al dafio
oxidativo de proteinas estructurales vecinas.

Debido al atrapamiento covalente se produce una
excesiva acumulacion lipoproteica en la intima arterial,
aun para niveles plasmaticos normales de LDL, con con-
secuencias importantes. Al estar impedida la libre difu-
sién, las LDL proveen sitios adicionales para la forma-
cién de PGA. Por lo tanto se estimulan las reacciones
de glicaciéon y especialmente de oxidacién, que conti-
ndan modificando a las LDL. Los productos de
glicoxidacion subendoteliales formados tienen efecto
quimiotactico sobre los monocitos y facilitan su transfor-
macién en macréfagos. Estos, a su vez, pueden captar
por endocitosis productos de glicoxidacion de la matriz
extracelular y al mismo tiempo LDL glicoxidadas (ox-G-
LDL), favoreciéndose la formacion de células espumo-
sas y la liberacion de citoquinas y otros factores que
contribuyen a un mayor dafio arterial. Estudios
inmunoquimicos han demostrado cantidades significati-
vas de PGA en lesiones ateromatosas de pacientes dia-
béticos comparadas con lesiones de individuos no dia-
béticos*.

d) Glicoxidacién de LDL. Las modificaciones oxidativas
de las LDL cumplen un rol importante en la patogénesis
de la lesion aterosclerética en la poblacién general y su
estudio ha recibido considerable atencion® 1216, Se cree
que la oxidacion ocurre principalmente en la intima
arterial, en microdominios aislados de los antioxidantes
0 cuando las defensas antioxidantes han sido sobrepa-
sadas. El proceso es complejo, en un principio afecta al
componente lipidico, pero luego se extiende a la
apoproteina produciéndose modificaciones de la misma
y en algunos casos fragmentacion de ésta. Los PUFA
son particularmente susceptibles al ataque por radica-
les libres. La oxidacion se inicia presumiblemente con la
peroxidacion de los PUFA de los PL superficiales, con
formacion de perdéxidos lipidicos, en un proceso en el
gue intervienen radicales libres y que se autopropaga.
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Se extiende luego a los lipidos del interior de la particu-
la, produciéndose modificaciones de los PUFA de los
TG y también del Col. Varios mecanismos han sido pro-
puestos como iniciadores de la peroxidacion lipidica (li-
beracion de anién superdxido por células endoteliales o
musculares arteriales, actividad aumentada de la 15-
lipooxigenasa de macrofagos y transferencia de
lipohidroperdxidos intracelulares a las LDL, etc.). Su par-
ticipacion in vivo no esta todavia bien aclarada. La rup-
tura de los PUFA oxidados origina aldehidos y cetonas
altamente reactivos (tales como malondialdehido y 4-
hidroxinonenal) cuyo grupo carbonilo puede reaccionar
covalentemente con grupos amino libres, principalmen-
te e-amino de lisina, de la apoB con formacién de bases
de Schiff. Los lipoperéxidos pueden también reaccionar
directamente. La progresion de estas reacciones con-
duce a la fragmentacion de la apoB o a la formacién de
agregados moleculares. La modificaciéon de los restos
lisina tiene profundas consecuencias en la captacion de
las LDL por los receptores. La modificacion progresiva
de los mismos produce una disminucién del reconoci-
miento de la apoB por el REC B/E y una vez que se ha
pasado un determinado umbral de modificacion, la apoB
es reconocida por receptores de los macrofagos dife-
rentes del REC B/E, que reconocen LDL modificadas*.

En los pacientes diabéticos, se agrega otro mecanis-
mo inherente a la diabetes, la glicaciéon no enzimatica,
gue también modifica cualitativamente a las LP y aso-
ciado con él aparece un incremento del estrés oxidativo
(Fig. 1). La autoxidacion de la glucosa o de productos
de glicacién temprana genera compuestos carbonilicos
y radicales libres del oxigeno (superdxido e hidroxilo) y
peroxido de hidrégeno que pueden producir dafo
oxidativo® 1343, Baynes® introdujo en 1991 la hipotesis de
la glicoxidacién, que propone que el estrés oxidativo con-
comitante a la glicacion tiene un rol importante en la eta-
pa de la glicacion avanzada de las proteinas. Las reac-
ciones en las que intervienen radicales libres participan
en la formacién de los PGA, también llamados produc-
tos de glicoxidacion para enfatizar su origen dual; los
mismos quedan unidos de manera covalente e irreversi-
ble a las proteinas. Entre ellos se han identificado
N°-carboximetil- lisina, N*-carboximetil-hidroxilisina,
3-dexosiglucosona, glioxal y otros. En el caso particular
de las LP el componente lipidico también se ve afectado
y puede peroxidarse por exposicion a los radicales libres
originados. Como ya hemos dicho, Bucala y col.*? han
demostrado la presencia de PGA-PL en LDL plasmaticas
de pacientes diabéticos cuyos niveles se correlacionaban
con los de productos de oxidacion de las LDL (Fig. 2).

De lo expuesto anteriormente resulta que la
glicoxidacién constituye un mecanismo propio de la dia-
betes capaz de iniciar y promover la oxidaciéon de las
LDL, que se agregaria a otros mecanismos oxidativos
descriptos para la poblacion general.
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Es importante recalcar que los dos procesos mencio-
nados, el de oxidacion lipidica y el de glicacion no
enzimética, conducen a modificaciones similares de los
grupos amino de las proteinas y en ambos estan
involucrados productos intermedios similares®s. Por ejem-
plo, el PGA N°*-carboximetil-lisina puede formarse tanto
por peroxidacion lipidica como por glicoxidacién“.
Requena y col.** han demostrado la formacion de
N*-carboximetil-etanolamina en PL modificados durante
la glicacién in vivo. Los productos de glicoxidacion
proteica y de oxidacion lipidica se generarian al mismo
tiempo y ambos procesos se potenciarian entre si.

Resumiendo, cuando existe hiperglucemia sostenida,
las LP plasmaticas pueden sufrir no sélo glicacion
incrementada sino también oxidacién aumentada. Una
vez formadas, las ox-LDL, las G-LDL y las ox-G-LDL
podrian contribuir a las lesiones ateroscleréticas a tra-
vés de mecanismos comunes?s.

De acuerdo a Lyons'*, las complicaciones de la dia-
betes, entre ellas la aterosclerosis acelerada, podrian
estar mediadas por una combinacién compleja de alte-
raciones bioguimicas que incluirian hiperglucemia, anor-
malidades cuali y cuantitativas de las LP y reacciones
oxidativas. Estas Ultimas producirian compuestos
carbonilicos reactivos, a partir de glucosa u otros hidratos
de carbono y/o de lipidos. El paso final comudn seria el
dafio de macromoléculas por las especies carbonilicas
generadas, hecho que podria contribuir al desarrollo de
las complicaciones secundarias de la diabetes. La hipo-
tesis anterior propuesta por Lyons se conoce como hi-
pétesis del estrés carbonilico y es una ampliacion de la
hipétesis de la glicoxidacion de Baynes®.

Por otro lado, evidencias recientes muestran que las
LP glicadas y glicoxidadas pueden actuar como media-
dores en el desarrollo de lesiones en la microvasculatura
de la retina y el rifién. Esto sugiere que las modificacio-
nes de las LP participarian tanto en la macro como en la
microvasculopatia diabética*.

La susceptibilidad de las LDL a la oxidacion in vitro
ha sido propuesta como medida de la predisposicion de
las mismas al estrés oxidativo in vivo. Estudios de
glicacion in vitro seguidos de oxidacion catalizada por
iones metdlicos han mostrado que las G-LDL se oxidan
con mayor velocidad que las N-LDL, que la cantidad de
ox-G-LDL formadas es proporcional a la concentracion
de glucosa usada para glicar*® y que el agregado de
antioxidantes suprime la peroxidaciéon*’. Tsai y col.® han
mostrado que la susceptibilidad a la oxidacién in vitro de
LDL aisladas de pacientes diabéticos Tipo 1 con pobre
control glucémico esté incrementada. En cambio, Jenkins
y col.*® encuentran una respuesta normal cuando las LDL
provienen de pacientes diabéticos Tipo 1 con buen con-
trol metabdlico, cuyas LDL no difieren en composicion
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lipidica, ni en grado de glicacion ni en tamafio, de las de
los controles. De acuerdo a Jenkins y col. la diferencia
de resultados debe relacionarse con diferencias en los
niveles glucémicos entre las dos poblaciones y mostra-
ria, una vez mas, la importancia del mantenimiento de
un buen control glucémico, como sugieren los resulta-
dos del DCCT®.

Otro tipo de metodologia usada para investigar la
oxidacion de las LDL se basa en la deteccion de
autoanticuerpos. Las modificaciones de las LP por
glicacion y oxidacion alteran su estructura suficientemen-
te como para hacerlas inmunogénicas®. En diabéticos
Tipo 2 se han hallado altos titulos de anticuerpos contra
G-LDL y ox-G-LDL. La correlacién existente entre ellos
constituye una prueba de que en los pacientes diabéti-
cos esta incrementada la oxidacion de las LDL y de que
este evento esta favorecido por la glicacion®.

Las propiedades inmunogénicas de las ox-G-LP in-
ducen la formacion de complejos inmunes (Cl). Se ha
demostrado que las ox-G-LDL atrapadas en la pared
arterial forman Cl in situ®'. Lopes Virella y col.%? %% han
investigado la interaccién de ox-G-LDL-Cl con ma-
créfagos demostrando que los Cl son mas efectivos que
las LDL modificadas en estimular la transformacion en
células espumosas y la acumulacion de CE. Ademas
promueven la sobre expresion de receptores y el incre-
mento y la sintesis y liberacion de citoquinas.

El metabolismo de las ox-G-LDL en cultivo de células
endoteliales de aorta bovina fue estudiado por Kobashi
y col.%. Las LDL plasmaticas deben atravesar la barrera
de células endoteliales para penetrar en el espacio
subendotelial y una cierta proporcién de las mismas es
metabolizada en dichas células. La unién y degradacion
de ox-G-LDL por células endoteliales es mayor que la
correspondiente a N-LDL y a G-LDL. La remocion de las
0x-G-LDL por las células endoteliales vasculares podria
contribuir al rol protector de estas células contra la
aterosclerosis en pacientes diabéticos.

En conclusion, las evidencias aportadas por las pu-
blicaciones comentadas anteriormente, indican que las
G-LDL presentan un comportamiento metabdlico altera-
do que las hace mas aterogénicas que las N-LDL y que
seria el resultado de varios procesos ligados entre si:
afinidad reducida por el REC B/E de diferentes tejidos
con disminucion del aclaramiento plasmatico, captura en
la intima arterial y favorecimiento de su oxidacién, cap-
tacién aumentada por macroéfagos y aparicion de pro-
piedades inmunogénicas. Las G-LDL y en especial las
0x-G-LDL y probablemente los Cl originados tendrian
una participacion importante en la patogénesis de la
aterosclerosis debido a su efecto sobre las funciones de
macroéfagos, plaquetas y células endoteliales y muscu-
lares de la pared arterial** 15 53,
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Fig. 4.— Esquema simplificado del metabolismo de las HDL.

HDL

Una de las funciones principales de las HDL es su par-
ticipacion en el transporte reverso del Col desde los
tejidos periféricos al higado para permitir su excrecion®.
En la Fig. 4 se muestra un esquema simplificado del
metabolismo de las HDL en el que se observa el rol de
las mismas en el transporte reverso del Col y su
interaccion con las otras LP plasmaticas. El efecto de la
hiperglucemia sobre la estructura y las funciones de las
HDL ha sido menos estudiado que para las LDL.

Las apoproteinas de las HDL estan mas glicadas en
los pacientes diabéticos que en los individuos no diabé-
ticos!” 18, Ademas, las HDL glicadas in vitro y adminis-
tradas a cobayos tienen un aclaramiento acelerado, aun
para pequefios grados de glicacion®®. La apoA es el prin-
cipal componente proteico de las HDL, seguido por la
apoA,. La glicacion de la apoA, altera su autoasociacion
y sus propiedades de unién a los lipidos®” y determina
una asociacion anormal de la apoA, con las HDL®.

La remocion del Col a partir de células extrahepaticas
es el primer paso del transporte reverso del Col. El eflujo
de Col parece tener dos componentes: por un lado los
lipidos de las HDL captarian Col de la membrana celular
directamente, sin intervencién de receptores; por otro
lado, la union especifica de apoproteinas a receptores
promoveria la translocacion de Col de los depdsitos
intracelulares a la membrana y su captacion®. Duell y
col.®*° demostraron que la glicacion in vitro de las HDL,
(40-50% de lisinas modificadas) determina una inhibi-
cién marcada de la unién de alta afinidad al receptor de
HDL de fibroblastos. Como consecuencia, la remocion
de Col de los depositos intracelulares, mediada por re-
ceptores, estd disminuida. En cambio, la captacion

inespecifica de Col de la membrana no esta reducida.
En un trabajo reciente de Rashduni y col.®*, y en concor-
dancia con el citado anteriormente, la glicacion in vitro
de HDL no disminuye su capacidad de mediar el eflujo
de Col de la membrana celular, en incubaciones con
macroéfagos. Ademas, la susceptibilidad a la oxidacién
de las G-HDL no esta aumentada en comparacion con
HDL no glicadas (N-HDL).

Las HDL constituyen una mezcla heterogénea de
particulas con diferente contenido en apoproteinas. Se
denominan LpA, a las HDL que como principal compo-
nente proteico tienen apoA, y no tienen apoA,. Las mis-
mas son consideradas como los principales promotores
de la captacion del Col celular. Fievet y col.®? aislaron
LpA, a partir de dos pacientes diabéticos y las fracciona-
ron segun el grado de glicacion. La fraccion glicada fue
50% menos efectiva que la no glicada en promover el
eflujo de Col de células adiposas en cultivo.

La lecitina-colesterol-acil-transferasa (LCAT) es la
enzima que esterifica el Col libre (CL) de las HDL para
dar colesterol esterificado (CE). La medicién de la
reactividad de la LCAT (calculada como el cociente Vm/
Km), mostré que la misma resulta menor para HDL
glicadas in vitro que para HDL sin glicar®®. Esta disminu-
cién de reactividad podria explicarse por la glicacion de
lisinas de la apoA, que es el activador mas potente de la
enzima. Ademas, la reactividad de la LCAT disminuye
significativamente cuando se usan como sustrato HDL
aisladas de diabéticos. En concordancia con los resulta-
dos anteriores, Calvo y col.** demostraron que apoA,
glicada aislada de pacientes diabéticos tiene disminuida
su capacidad de activar a la LCAT. De acuerdo a los
autores, como la LCAT proporciona una fuerza directriz
en el transporte reverso del Col al esterificar el Col re-
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movido por las HDL, su activacion disminuida podria
asociarse in vivo con una reduccion del transporte re-
verso del Col.

La proteina transportadora de CE (CETP) es la res-
ponsable del movimiento de CE y TG entre las diferen-
tes LP. Aunque pueden intervenir todas ellas, su accién
primaria es la transferencia de CE de las HDL a las
VLDL y de TG en sentido contrario. El transporte de CE
es mayor en el periodo postprandial debido a la mayor
concentracion de TG y VLDL plasmaticos. Como la CETP
favorece el transporte de CE hacia las VLDL, que se
convierten luego en LDL, la reaccion en la que intervie-
ne la CETP seria pro aterogénica®. Passarelli y col.??
aislaron LP de pacientes diabéticos y de controles nor-
males y estudiaron in vitro el transporte de CE de las
HDL,y HDL, alas VLDL y LDL a cambio de triglicéridos,
empleando una misma preparacion de CETP. Demos-
traron que la velocidad de esta reaccion estaba aumen-
tada cuando se empleaban las LP aisladas de los pa-
cientes diabéticos. La mayor velocidad observada se
relacionaba, de acuerdo a los autores, con la mayor
glicacién de las LP ya que la concentracion de TG en las
LP aceptoras y de CE en las HDL dadoras eran seme-
jantes en los pacientes diabéticos y en los controles no
diabéticos del estudio. Obtuvieron datos similares para
HDL glicadas in vitro. Ademas, demostraron que la velo-
cidad de transferencia estaba afectada por la glicacién
del componente proteico pero no del componente lipidico
de las HDL dadoras.

Resumiendo, varios ensayos in vitro han mostrado
que la glicacion altera el comportamiento de las HDL y
puede afectar distintos pasos del transporte reverso del
Col. Aunque queda por demostrar su relevancia in vivo,
los resultados sugieren que los efectos producidos su-
mados podrian favorecer la via aterogénica.

VLDL

Las VLDL son aclaradas del plasma por la lipoproteina
lipasa (LPL) de tejidos extrahepéticos, teniendo la de
tejido adiposo una participacién importante en el perio-
do post prandial. La LPL hidroliza gran parte de los TG
de las VLDL y éstas se convierten en IDL, también lla-
madas remanentes de VLDL (Fig. 3). La glicacion in vitro
de las VLDL disminuye su aclaramiento plasmatico. Este
efecto se relaciona con una reduccion de su afinidad por
la LPL con interferencia en la hidrdlisis de los TG trans-
portados y aumento del tiempo de permanencia en el
plasma®®. La disminucion de la afinidad de la LPL es pro-
porcional al aumento del nivel de glicacién. El agregado
de glutation reducido (que interfiere en la glicacién
proteica) anula el efecto observado mientras que el agre-
gado de lisina (que aumenta la glicacion proteica) lo fa-
vorece®’.
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La glicacién de la apoE, componente apoproteico
funcionalmente importante en el catabolismo de los re-
manentes de VLDL, fue estudiada recientemente in vivo
e in vitro. La apoE sirve como ligando de receptores ta-
les como el REC B/E y el LRP (LDL-receptor-related-
protein). Por otro lado, su unién a heparan sulfato
proteoglucanos (HSPG) es un paso critico para la de-
gradacion de los remanentes de VLDL®. Shuvaev y col.®®
demostraron que la apoE de VLDL de pacientes diabéti-
cos esta 2-3 veces mas glicada que la de individuos nor-
males. Ademas, la glicacion in vitro de la apoE (pero no
la glicoxidacion) disminuye significativamente su capaci-
dad de unirse a la heparina, sugiriendo que in vivo exis-
tiria el mismo tipo de impedimento para su union a los
HSPG. Identificaron a la lisina 75 como el principal sitio
de glicacion y demostraron que la isoforma apoE, (aso-
ciada con la hiperlipemia tipo Il) es la mas sensible ala
glicaciéon. Los autores proponen que la glicacion de la
apoE, al alterar las interacciones lipoproteicas con las
células mediadas por su unién a HSPG, podria contri-
buir a las anormalidades lipidicas de los pacientes dia-
béticos con pobre control glucémico. En particular, te-
niendo en cuenta que los individuos homocigotas con
respecto a la apoE, pueden desarrollar hiperlipemia tipo
Il si tienen factores de riesgo adicionales como obesi-
dad y diabetes, la mayor susceptibilidad de la apoE, a la
glicacién podria ser en parte responsable de este tipo
de hiperlipemia.

En suma, el efecto de la glicacion se agregaria a otras
causas que pueden disminuir el catabolismo de las VLDL
y sus remanentes, contribuyendo al aumento de las con-
centraciones de VLDL y TG en el plasma en ayunas y a
la hiperlipemia post prandial, que son aspectos caracte-
risticos de la dislipemia diabética. Ademas, la prolonga-
cion de su vida media plasmatica permitiria una mayor
exposicion de estas LP a la CETP, facilitando la transfe-
rencia de CE proveniente de las HDL a cambio de TG,
haciéndolas aun mas aterogénicas.

Conclusiones

La hiperglucemia cronica produce una acumulacion de
productos de glicacion reversibles y PGA en diferentes
proteinas estructurales y circulantes del organismo ge-
nerando simultdneamente un estrés oxidativo y
carbonilico, proceso denominado glicoxidacion. Las LP
no resultan una excepcion a ello y su modificacion ha
sido documentada y confirmada en forma extensiva como
hemos expuesto. En cambio, la comprension de los
mecanismos fisiopatoldgicos para explicar su incidencia
en la aparicién y desarrollo de las complicaciones créni-
cas de la diabetes resulta todavia motivo de debate. Estas
complicaciones, una vez establecidas, son de dificil con-
trol y su progresion es muchas veces inevitable por las
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caracteristicas de irreversibilidad de los procesos de
glicoxidacion.

Implementar tratamientos adecuados para lograr en

el paciente diabético promedios glucémicos diarios lo mas
cercanos posibles a los de individuos normales para dis-
minuir el estrés glicoxidativo debe ser por lo tanto el
objetivo principal en el cuidado de dichos pacientes.

Por otra parte el adelanto en la comprensién del rol

de la glicoxidacién de las LP en el desarrollo del dafio
vascular permitira disefiar en el futuro nuevas estrate-
gias terapéuticas para prevenirlo.
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