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RESUMEN

El presente trabajo trata de las hemo-
globinas glicosiladas. Su proposito es presen-
tar en forma resumida, los aspectos principa-
les de estos derivados de la hemoglobina. Los
autores discuten entonces, aspeclos, tales
como el mecanismo de la reaccion de glicosi-
lacion, la naturaleza de los diferentes deriva-
dos y su nomenclatura y la identidad de los
ligandos hallados en la sangre de personas
normales. También se presenta una corta dis-
cusion relacionada con la influencia que
tiene la glicosilacion de la hemoglobina sobre
sus propiedades biologicas y el posible papel
que desempena la glicosilacion de otras pro-
teinas corporales en ¢l desarrollo de las se-
cuelas diabéticas. Finalmente los autores
comentan sobre la importancia de la cuantifi-
cacion de las hemoglobinas glicosiladas,
como método alternativo de rutina en el
estudio del paciente diabético.

SUMMARY

This paper deals with glycosylated
hemoglobins. Its purpose is to present,
briefly, the main aspects in connection with
these hemoglobin derivatives. Thus, the
authors discuss those aspectos such as the
mechanism of the glycosylation reaction,
the nature of the different derivatives along
with their nomenclature and the identity of
the different ligands so far encountered in
the blood of normal subjects. The authors
also present a short discussion related to the
influence of the glycosylation of the hemo-
globin molecule upon its biological functions
and the possible role that the glycosylation
of other body proteins has in the develop-
ment of the diabetic sequelae. Finally they
make some remmarks about the importance
of the quantification of the glycosylated
hemoglobins as a routine and alternative
analysis in the study of the diabetic patient.

INTRODUCCION

La regulacion metabolica del paciente diabético es un
problema de gran importancia no solo para el médico diabe-
tologo, sino para el mismo paciente. Muchas de las facetas
de este problema han sido investigadas, pues de un adecua-
do control metabdlico depende en ultima instancia, que se
pueda impedir o por lo menos retrasar, la aparicion de las
complicaciones que a menudo acompanan a la diabetes me-
llitus. Sin embargo, el problema no ha sido del todo resuel-
to y, en opinion de algunos investigadores, ain no se dispo-
ne de un método simple y rapido que permita establecer si
un paciente diabético estd bien regulado o si una medida
terapéutica ha producido beneficios en lo que respecta a su
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regulacion metabdlica (12). Para esto se ha recurrido a de-
terminaciones de glucosa urinaria en muestras aisladas o de
24 horas, de la glicemia en ayunas o después de una comida
(post-prandial), a pruebas de tolerancia a la glucosa, etc.,
pero todas estas determinaciones no son fieles reflejos del
estado metabélico del paciente y ademds pueden ser altera-
das por diversas circunstancias.

Recientemente algunos investigadores han sugerido
que la medicion de la concentracion de la hemoglobina gli-
cosilada puede ser un mejor indicador del estado metaboli-
co del paciente diabético.

ASPECTOS BIOQUIMICOS

a.  ;Qué son las hemoglobinas glicosiladas?

L.a hemoglobina humana es una proteina heterogénea.
En los adultos y en los nifios de unos seis meses de edad, el
90°/0 aproximadamente de su hemoglobina lo constituye la
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HbA, up tetrimero formado por dos cadenas alfa y dos beta

aﬁ (;ﬂl cada una con un grupo prostético hem La HbA,
(o3 &%)y la HbF (hemoglobina fetal, « ‘%‘ ¥ 2) represen-
tan aproxlmadamente el 2,5 0/0 yel05 fo respectivamen-
te, del total de la hemoglobina (5). Cada clase de cadena po-
lipeptidica de esas hemoglobinas es sintetizada de acuerdo
con la informacion codificada en genes diferentes,

Las hemoglobinas glicosiladas son, en cambio, deriva-
dos formados por una reaccion de glicosilacion que sufre la
molécula de hemoglobina, con la glucosa o alguno de sus
metabolitos. Esta reaccion es un buen ejemplo de una modi-
ficacién “post-traduccional” de una proteina, lo que quiere
decir que la reaccion ocurre después de que las cadenas de
la hemoglobina han sido sintetizadas, pues no existen genes
que determinen la biosintesis de esos derivados.

b. (Como se forman las hemoglobinas glicosiladas?
La glicosilacion de la hemoglobina se lleva a cabo por
la formacion inicial de una base de Schiff, por una reaccion
nucleofilica que se lleva a cabo entre la glucosa o sus deri-
vados fosforilados y los grupos amino de las cadenas pepti-
dicas de la hemoglobina. La aldimina resultante sufre lue-
go un arreglo interno llamado “arreglo de Amadori” y se
convierte en una cetoamina, que es un derivado mas esta-
ble (Fig. 1).

La reaccion de glicosilacion es lenta, pues no es cata-
lizada por enzimas, es practicamente irreversible y depende
unicamente de las concentraciones intraeritrociticas de las
dos sustancias reaccionantes: la hemoglobina y la glucosa.
La entrada de la glucosa al eritrocito se efectiia sin la parti-
cipacion de la insulina, de modo que la concentracion de es-
te monosacdrido en el ambiente intraeritrocitico es un re-
flejo de su concentracion en el liquido extracelular. Esto
explica por qué la reaccion de glicosilacion es mas rapida en
la sangre con elevada concentracion de glucosa, condicion
que ocurre en el paciente diabético no compensado.

;Cudntas clases de hemoglobinas glicosiladas hay?
Las primeras fracciones o componentes menores de
la hemoglobina fueron observados por primera vez por Kun-
kel en1955(16). En 1958, Allen y Schroeder (1) aislaron va-
rias componentes menores que correspondian a la fraccion
que Kunkel habia denominado: HbA3. Estos componentes
menores fueron llamados HbA,, HbA;, y HbA, .

Holmquist y Schroeder (14), en 1966, demostraron
que la sustancia de bajo peso molecular unida a la hemoglo-
bina en la HbA 1> era reducida por el borohidruro de sodio
y que su union se llevaba a cabo por los grupos amino libres
de las cadenas polipeptidicas que forman la hemoglobina.
Bookchin y Gallop (3), en 1968, ampliaron este estudio y
propusieron que el sitio de union eran los grupos amino li-
bres de los residuos de valina de las cadenas beta y ademis
que el ligando en ese punto era una hexosa.

En 1975, Bunn et al. (6), aislaron por hidrolisis dcida,
la hexosa presente en la HbA, . y encontraron glucosa y
manosa en una proporcién de 3:1. El hallazgo de manosa
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fue sorpresivo pues es un monosacdrido ausente en el glo-
bulo rojo. Esto se debe probablemente a la racemizacion del
segundo carbono de la molécula, por el tratamiento hidro-
litico acido.

En 1978, Bunn et al.(4), reportaron que esos compo-
nentes menores eran cuatro, que fueron designados
HbA,, |, HbA]az* I~IbAHJ y HbAlc, cuyas concentracio-
nes eran normalmente 0,2°/0; 0,2%/0 ;0,590 y 3,59 0 res-
pectivamente, del total de la hemoglobina de la persona. A
estas fracciones se les designa colectivamente HbA 1

El andlisis estructural de la HbA ., demostro que es-
ta molécula se forma por la condensacion de la glucosa con
la hemoglobina. Sin embargo, Haney y Bunn'?, en 1976,
encontraron que la hemoglobina reacciona con la glucosa
—6— fosfato veinte veces mds rdpidamente que con la glu-
cosa y, ademds, que la hemoglobina también reacciona con
la fructosa —1,6— difosfato, con la ribosa —5— fosfato, con
la ribulosa —5— fosfato y con el dcido glucuronico, pero no
con la glucosa —1— fosfato o con la glucosa —1,6— difosfa-
to.

Como los fosfatos de aztcar se encuentran normal-
mente en el eritrocito, resultaba interesante determinar si
los otros componentes menores de la hemoglobina (la
HbAlal, laHbA | » yla HbA ) eran derivados fosforila-
dos. Se encontré entonces que la HbA |, tenia dos grupos
fosfato por cadena (3, la HbAlaZ uno y la HbA, ningu-
no*. De acuerdo con esto, se ha propuesto que las HbA |4
¥ Aj,o son derivados que contienen fructosa 1,6 difos-
fato y glucosa —6— fosfato respectivamente, mientras que
la composicion de la HbA | es todavia desconocida. En to-
do caso, probablemente todos los componentes menores de
la hemoglobina, pueden ser derivados de metabolitos fos-
forilados de aziicares normalmente presentes en el eritroci-
to y recientemente se ha propuesto que el componente azu-
carado presente en la HbA . es la 1 —amino, 1 desoxi-
fructuosa'®. En la sangre de nifios recién nacidos o del cor-
don umbilical, se han encontrado derivados glicosilados de
la hemoglobina fetal y en pacientes con hemoglobinopa-
tias se han encontrado también derivados glicosilados de las
hemoglobinas anormales.

d.  Influencia de la glicosilacion sobre la funcion biolégi-
ca de la hemoglobina.

La reaccion de la glicosilacion de la molécula de
hemoglobina ocurre principalmente en los grupos amino
terminales de las cadenas beta, sitio donde normalmente se
unen otras moléculas organicas fosforiladas. Entre estas 1l-
timas quizds la mds importante es el dcido 2,3 —difosfogli-
¢érico (2,3-DPG), un regulador de la funcion transportado-
ra de oxigeno que lleva a cabo la hemoglobina. Por su ca-
rdcter ani6nico, el 2,3-DPG se une a los grupos amino ter-
minales de las cadenas beta de la hemoglobina, cargados po-
sitivamente, por medio de un enlace salino. Esto reduce la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno y facilita su paso
a los tejidos. Si esos grupos amino estan bloqueados por sus-
tancias como las hexosas o sus derivados fosforilados, la



Figura 1. Reaccion de la glicosilacion no enzimdtica de las cadenas
B dela hemoglobina.
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combinacion de la hemoglobina con el 2,3—DPG se hace di-
ficil y, en consecuencia, se altera la afinidad de la hemoglo-
bina por el oxigeno. Se ha determinado que, con relacién a
la HbA (HbA no glicosilada), la HbA |, y la HbA - tie-
ne baja afinidad por el oxigeno, mientras que la de la
HbA |y, es elevada y la de la HbA , es solo moderadamente
alta’ 7. Estas variaciones se reflejan en los hallazgos efectua-
dos en pacientes diabéticos no tratados, en algunos de los
cuales se han reportado valores de PSGO tan bajos como
19 mmHg (normal 25,5 — 26,5 mmHg)®. Ain en presencia
de altas concentraciones de fosfatos organicos, todas las gli-
cohemoglobinas estin 50°/o saturadas a valores de pO, a
los cuales, la HbA0 ha entregado casi todo su oxigeno.

El aumento de la afinidad por el oxigeno de algunos
de estos derivados, disminuye la cantidad del gas disponi-
ble para los tejidos, lo que es importante para el paciente
diabético porque ante una excesiva concentracion intraeri-
trocitaria de HbA] ¢» Su organismo tendria que reaccionar,
aumentando la concentracion de 2,3 —DPG. Esto sin
embargo, podria no Ser necesario porque la concentraciéon
de HbA, . nunca llega a alcanzar valores tan grandes como
para producir dafio tisular por deficiente oxigenacion. De
ser asf, la incapacidad metabdlica del organismo se haria
sentir, no s6lo en el drea de los carbohidratos. Al afectarse
el metabolismo de los lipidos, se desarrolla cetoacidosis con
su consiguiente descenso del pH, y esto, unido a la impos-
tergable administracion de insulina, impide la formacién de
cantidades 6ptimas de 2,3 —DPG. Es probable entonces que
la respuesta compensatoria inmediata al descenso en la dis-
ponibilidad de oxigeno, ocurra en la microcirculacion, en
la cual se produce vasodilatacion, particularmente en el la-
do venoso, lo cual se asocia a un aumento en el escape plas-
madtico transcapilar. Este serfa uno de los fendmenos que
participan en el desarrollo de las anomalias microvasculares
tipicas de la diabetes® .

e. La reaccion de la glicosilacion también ocurre con
otras proteinas corporales.

El descubrimiento de los derivados glicosilados de la
hemoglobina, ha hecho pensar en la posibilidad de que otras
proteinas corporales también experimenten un proceso de
glicosilacién no enzimdtica, sobre todo en circunstancias en
las que el paciente presenta hiperglicemia sostenida. En
1980, Dolhofer y Wieland®, reportaron el hallazgo de con-
centraciones elevadas de albimina glicosilada en pacientes
diabéticos. En vista de que el aislamiento de la albimina
glicosilada es dificil, Kennedy y Merimee' *, han propuesto
la cuantificacion de las proteinas séricas totales glicosila-
das, como un método util para evaluar el grado de regula-
cion del paciente diabético, con algunas ventajas sobre las
hemoglobinas glicosiladas. La glicosilacion del fibrindgeno,
también ha sido reportada y se cree que podria estar invo-
lucrada en algunos trastornos de la coagulacion tipicos de
la diabetes®'. En el caso de las proteinas tisulares, la reac-
cién de glicosilacion es particularmente importante en los
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tejidos insulino—independientes. Asi en los estados hi-
perglicémicos, las células de estos tejidos reciben una alta
concentracion de glucosa, la cual reacciona con las protei-
nas, de manera no—enzimdtica, como lo hace con la hemo-
globina en el ambiente intraeritrocitico. La glicosilacion de
estas proteinas probablemente altera sus funciones biol-
gicas en un grado que depende de la velocidad de sintesis
de esas proteinas, de su vida media y de la reversibilidad de
la reaccion de glicosilacién. En todo caso, esto podria con-
ducir al dafio tisular que acompaia a la diabetes mellitus.

Cerami et al.”, han estudiado los cambios que expe-
rimenta el cristalino del ojo por el mecanismo de glicosila-
cién. En estos estudios han demostrado por ejemplo, que la
incubacion de la glucosa —6— fosfato con una solucién de
proteinas aisladas del cristalino, conduce lentamente a la
incorporacion de la glucosa en los residuos de lisina de esas
proteinas. Los cristalinos modificados por esta reaccion
exhiben una mayor susceptibilidad a la oxidacion de los
grupos sulfhidrilos, lo que produce agregados de elevado pe-
so molecular unidos por puentes de disulfuro. Con el tiem-
po, la solucion de estas proteinas glicosiladas desarrolla, en
presencia de oxigeno, una opacidad semejante a la de las
cataratas diabéticas. Esta reaccion puede ocurrir en vivo, so-
bre todo en el cristalino del adulto, en el cual ocurre gran
acumulacioén de aztcares. En el paciente diabético, la hiper-
glicemia podria poner a disposicion del cristalino —tejido
no dependiente de insulina—, grandes cantidades de gluco-
sa, conduciendo a un envejecimiento prematuro debido a la
glicosilacion de las proteinas del cristalino.

La glicosilacion de las proteinas de la membrana de
ciertas células puede también jugar un papel importante en
el desarrollo de las complicaciones diabéticas. Se ha encon-
trado por ejemplo, que la reaccién de agregacion de los eri-
trocitos aumenta en los pacientes diabéticos, mientras que
su deformabilidad se encuentra disminuida. Estos cambios
podrian ser producidos por glicosilacion de las proteinas
de la membrana eritrocitica, y aunque no se ha demostrado
todavia, existe sin embargo, correlacion entre la magnitud
de estos cambios y la intensidad de la anomalia metabdlica,
incluyendo la concentracion de glicohemoglobinas y la hi-
perglicemia®.' 8.

La glicosilacion no enzimdtica de las proteinas del
glomérulo renal aumenta en los animales diabéticos y aun-
que no se dispone de pruebas que lo confirmen, este meca-
nismo podria estar involucrado en el desarrollo de la nefro-
patia diabética. Por otro lado, las alteraciones hematologi-
cas observadas en la diabetes, como el aumento de la afini-
dad por el oxigeno de los eritrocitos, que conduce a hipoxia
tisular y el nivel aumentado de las proteinas plasmaticas co-
mo el fibringeno, el aumento de la agregabilidad de las pla-
quetas y de los eritrocitos, la disminuida deformabilidad de
estos Gltimos y la pobre accion fibrinolitica, que conducen
a hiperviscosidad de la sangre, pueden ser la causa de las re-
tinopatias observadas en la diabetes mellitus. Algunas de
estas alteraciones, si no todas, son consecuencia de la glico-
silacion no enzimdtica de proteinas corporales.



IMPORTANCIA DE LA CUANTIFICACION DE LAS HE-
MOGLOBINAS GLICOSILADAS

Por anos, las fracciones menores de la hemoglobina
no pasaron de ser una curiosidad biologica, hasta que Rah-
bar?®, en 1968, las encontrd elevadas en un paciente con
una diabetes severa, Posteriormente, muchos reportes han
comprobado que en la sangre de estos pacientes, la concen-
tracion de estos derivados hemoglobinicos es mds elevada
que en las personas normales no diabéticas.

Las hemoglobinas glicosiladas constituyen una me-
moria molecular que permite registrar retrospectivamente,
el estado de la regulacion del metabolismo de la glucosa. Se
ha demostrado correlacion entre la glicemia y la concentra-
cion de hemoglobinas glicosiladas, pero mientras la primera
varia de acuerdo con distintas circunstancias como el ayu-
no o la ingestion de alimentos, las hemoglobinas glicosila-
das, por tratarse de un producto que se forma mediante una
reaccion no enzimdtica y lenta, pueden ser cuantificados en
cualquier momento del dia, pues no se necesita que el pa-
ciente esté en ayunas; la determinacién tampoco es influen-
ciada por el ejercicio ni por la secrecion de hormonas hiper-
glicemiantes en el momento de llevarse a cabo la determi-
nacion. Esto es muy importante para el médico diabetolo-
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