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ABSTRACT

MEMORIA MOLECULAR DE
CETOAMINAS PLASMATICAS Y
HEMOGLOBINAS GLICOSILADAS
PARA INDAGAR EL ESTADO DEL
METABOLISMO HIDROCARBONADO”

Coppo, J. A. / Coppo, N. B.

MOLECULAR MEMORY OF PLASMATIC KETOAMINES AND GLYCATED HAEMOGLOBINS
TO INQUIRE THE CARBOHYDRATE METABOLISM STATUS

A bibliographical review about the diagnostic utility of glycated haemoglobin (HbAlc)
and fructosamine, was made. Haemoglobin and seric proteins can receive a non-
enzymatic glycation; so they reflect retrospectivelly the average glycaemia from the
last 2-3 months (HbAlc) or 8-12 days (fructosamine). The obtained values of glycated
proteins from various species of healthy animals, as well as normal human samples
used as reference, were reported. “Batch”chromatography and nitroblue tetrazolium
were the methods used to measure HbAlc and fructosamine, respectivelly. No
statistically significative differences between sexes and ages (p < 0.05) have been
found.

HbAlc and fructosamine increases in samples from both diabetic human beings and
animals, were detected. In hyperglycaemic non-diabetic canines, fructosamine stayed
in normal values, but this parameter significativelly decreased on a lot of
normoglycaemic hypoproteinemic dogs. The obtained results from both healthy and
non-healthy subjects, were compared with the published by other authors, which used
the same or different laboratory method. Coincidences and discrepancies are found.
The apparent low prevalence rate for canine diabetes mellitus in our region, perhaps
attributable to complementary diagnosis failure,was discussed. For the diagnosis
improvement, glycated proteins determination is recommended. These parameters are
independent to the actual glycaemia and evaluate the carbohydrate metabolism for
long term (HbAlc) or moderate term (fructosamine). Moreover, glycated proteins are
useful in the animal hypo/hyperglycaemia differential diagnosis.
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Se efectlia una actualizacién bibliografica sobre la utilidad diagnéstica de gluco-

hemoglobina (HbAlc) y fructosamina, proteinas que al glicosilarse en forma no-
enzimatica, reflejan retrospectivamente la glucemia correspondiente a los ultimos 2-3



RESUMEN

meses y 8-12 dias respectivamente. Se narran los valores obtenidos para ambos
analitos en animales sanos de distintas especies, asi como en personas normales uti-
lizadas como referencia, empleando las técnicas de cromatografia “batch” (HbAlc) y
azul nitrotetrazolio (fructosamina). No se hallan diferencias estadisticamente significa-
tivas ( p < 0.05) entre sexos y edades. Se destacan los incrementos de HbAlc y
fructosamina hallados en personas y animales diabéticos. En caninos hiperglucémicos
no-diabéticos constatan normalidad en las concentraciones de fructosamina,
parametro que disminuy6 significativamente en un grupo de perros normoglucémicos
hipoproteinémicos. Se comparan los resultados hallados en sujetos sanos y enfermos,
con los reportados por otros autores para la misma o distinta técnica de laboratorio,
surgiendo coincidencias y discrepancias. Se discute la aparentemente baja tasa de
prevalencia de diabetes mellitus canina en nuestro medio, quizas atribuible a falencias
del diagnostico complementario, aconsejandose el dosaje de proteinas glicosiladas
para subsanarlas. Por ser independientes de la glucemia actual, evaltan a largo plazo
(HbAlc) o mediano plazo (fructosamina) el metabolismo hidrocarbonado y son Utiles en
el diagnéstico diferencial de las hipo/hiperglucemias animales.

PALABRAS CLAVE: fructosamina, glucohemoglobina, glucemia, animales domésticos.

INTRODUCCION
LA GLICOSILACION PROTEICA

Cualquier proteina del organismo (hemoglobina,
albimina,  colageno, mielina,  elastina,
apolipoproteinas, factores de la coagulacién, etc.)
posee la capacidad de adicionar moléculas de
aldosas en forma lenta pero continua; esta
glicosilacion serd tanto més intensa cuanto més
elevada y persistente sea la concentracion de
glucosa en el medio interno [1, 2, 3].

La Figura lilustra la sintesis de las proteinas
glicosiladas, proceso no-enzimatico que se inicia
cuando el grupo aldehido del monosacéarido se
une a un grupo epsilon-amino de residuos de lisi-
na o valina de una proteina (reaccion de
Maillard), produciendo una aldimina inestable
(Base de Schiff). Esta ultima sufre una redis-
posicion (reordenamiento de Amadori), constitu-
yéndose una cetoamina (fructosilamina) estable.
Asi glicosilada, la proteina “informa” sobre los
niveles glucémicos de manera retrospectiva e in-
dependiente del valor actual de la aldosa (“memo-
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FIGURA 1. Mecanismo de la glicosilacién no enzimatica de una proteina. La glucosa se fija lentamente a grupos amino libres de
una proteina formando aldiminas inestables, las que sufren un reordenamiento y se tornan estables.



ria molecular”), con la Unica limitacion que le
impone la vida media de la proteina [4, 5].

Las proteinas glicosiladas serian responsables
de varias alteraciones propias de la diabetes
mellitus y del envejecimiento humano [6], tales
como desmielinizacién, modificacion del colé-
geno intercelular y opacidad del cristalino [7]. Las
proteinas séricas sufririan anomalias funcionales
al glicosilarse: las albdminas perderian afinidad
por bilirrubina/acidos grasos, las LDL serian cap-
tadas en menor grado por los fibroblastos, el
colesterol de HDL disminuiria, la fibrina seria de-
gradada escasamente por la plasmina, decrecerian
ciertas inmunoglobulinas y muchas enzimas se
inactivarian [2, 8, 9]. La acumulacion de proteinas
glicosiladas en los tejidos de animales viejos y/o
diabéticos produciria complicaciones tales como
retinopatias y cataratas [10], y trastornos glome-
rulares con alteracién de la funcién renal [1, 11,
12].

GLICOSILACION DE LA HEMOGLOBINA

La hemoglobina (Hb) es una proteina conjugada
formada por cuatro cadenas polipeptidicas
(globina), cada una de las cuales posee un grupo
prostético (hem). Este Ultimo es idéntico en hom-
bre y animales, residiendo las diferencias en los
polipéptidos. La Hb esta contenida en los eri-
trocitos, células donde el pasaje de glucosa es
insulino-independiente. En seres humanos la Hb
mas abundante es la HbA (dos cadenas alfa y dos
cadenas beta); las hemoglobinas glicosiladas re-
presentan un pequefio porcentaje de la HbA
(0.4% de HbAla, 0.5% de HbAlb y 3-6% de
HbALc) [5,13]. La HbAlc se conoce comUnmente
como “hemoglobina glicosilada” o “glucohemo-
globina”, aunque algunos prefieren englobar las
tres fracciones: HbA1(a+b+c) [5].

La glicosilacion de la Hb ocurre en el extremo
aminoterminal de las cadenas beta a lo largo de la
vida del eritrocito (130 dias en el hombre, 140-150
dias en equinos y bovinos, 100-120 dias en cani-
nos, 35 dias en la gallina) [14]. En los perros el
Unico tipo de Hb es “A” (a,b,), donde la secuencia
de los altimos cuatro aminodcidos del extremo N-
terminal de la cadena b es idéntica a la del ser hu-
mano; el hecho de que los caninos posean HbAlc,
sumado a una similar vida media de Hb e idénti-
ca tasa de glucosa sanguinea, implica que su
glicosilacion responde al mismo mecanismo
fisiopatoldgico y refleja el promedio de la gluce-

mia de los Ultimos 2-3 meses [10] o las Gltimas 5-
7 semanas [4].

GLICOSILACION DE
LAS SEROPROTEINAS

Asi como la Hb intraeritrocitaria, las proteinas
séricas también pueden glicosilarse. Genérica-
mente se denomina “fructosamina” al compuesto
resultante de la fijacion no-enzimatica de molécu-
las de glucosa a grupos amino libres de proteinas
plasmaticas, principalmente albuminas. Dado que
la magnitud de glicosilacion depende de los nive-
les promedio de glucosa, la fructosamina es una
excelente indicadora de hiper o hipoglucemias
crénicas en seres humanos [3], caninos [15, 16],
felinos [17] y roedores [18]. Su concentracién
también se afectaria ante hiper e hipoprotei-
nemias prolongadas [19], aunque la variacién
proteica deberia ser grande para llegar a afectar la
concentracion de fructosamina [20].

Las seroproteinas glicosiladas permiten discri-
minar entre perros hiperglucémicos diabéticos y
no-diabéticos, con altas sensibilidad y especi-
ficidad [21]. Su determinacion es Gtil para el diag-
néstico de la toxemia gestacional de la oveja [22],
la cetosis subclinica del bovino [23] y el carci-
noma pancreatico secretor de insulina del canino
[24].

Fructosamina representa el nivel promedio de
la glucemia de las Gltimas 1-2 semanas [4], 0 1-3
semanas [15] u 8-12 dias [16].

OBJETIVOS

El propdsito de esta comunicacion es brindar
una breve actualizacion sobre la utilidad diag-
néstica de las proteinas glicosiladas, asi como re-
latar los trabajos que desde hace dos décadas veni-
mos llevando a cabo en nuestro grupo.

En la década de 1980, ante la aparicion de las
primeras técnicas para el dosaje de HbAlc, obtu-
vimos sus valores de referencia en seres humanos
y diferentes especies animales [25], constatamos
su elevacion en la diabetes canina [26] y su utili-
dad en la evaluacidn de la insulinoterapia [27].

En la década de 1990 se incorpora al laborato-
rio clinico la determinacion de fructosamina, ante
lo cual procedimos a obtener su intervalo de refe-
rencia en seres humanos [28] y caninos [29], abo-
candonos luego a relacionar este parametro con
los niveles hematicos de glucosa y proteinas tota-
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les en ejemplares sanos y pacientes afectados por
diabetes mellitus y otras enfermedades.

MATERIALES Y METODOS
SUJETOS EXPERIMENTALES

Se recopilan, a manera de controles de referencia,
valores obtenidos en 66 personas (50% de cada
sexo, edades: 2 a 70 afios) incluidas en una inves-
tigacion tendiente a determinar indices
aterogénicos en poblacion del nordeste argentino
(47 sanas + 19 diabéticas) [30], asi como 359 seres
humanos (50% de cada sexo, edades: 60 a 92
afios) involucrados en una busqueda de intervalos
de referencia en geriatria (335 sanos + 24 diabéti-
cos) [31] .

Ciento setenta caninos de distintas razas, am-
bos sexos y edades de 1 a 12 afios fueron incorpo-
rados al estudio (126 sanos, 7 diabéticos, 11
hiperglucémicos no-diabéticos y 26 normoglu-
cémicos hipoproteinémicos).

El muestreo incluy6 16 bovinos, 12 equinos,
20 gallinas y 5 gatos, en todos los casos clinica-
mente sanos. Una alicuota de la sangre venosa
extraida fue anticoagulada con EDTA y con el res-
to se obtuvo suero.

TECNICAS DE LABORATORIO

HbAlc fue determinada por cromatografia
“batch”, donde la sangre hemolizada con un ten-
sioactivo a base de azida se contacta con resinas de
intercambio catidnico, las que fijan la Hb no-
glicosilada, separable por sedimentacion. En el
sobrenadante queda la HbAlc, cuantificable es-
pectrofotométricamente a 415 nm [32].
Fructosamina fue valorada por la técnica de
reduccidn alcalina del azul nitrotetrazolio hasta
formazano, cuantificandose fotocolorimétrica-
mente a 546 nm utilizando calibradores y sueros

patrones de control de calidad (normales y pato-
l6gicos) provistos por la empresa elaboradora
[33].

Para el resto de las determinaciones se utiliza-
ron técnicas clasicas: Hb (cianmetahemoglobina),
proteinas totales (biuret) y glucosa (O-toluidina y
glucosa-oxidasa) [32, 33], efectuandose las lectu-
ras en un fotébmetro Labora Mannheim 4010
digital, provisto de microprocesador vy
termostatizador, con cubetas de cuarzo semi-
micro de 1 cm de paso de luz.

METODOS ESTADISTICOS

Los valores de individuos sanos fueron estudiados
a efectos de constatar si mostraban distribucién
gaussiana de las frecuencias mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov; las estadisticas descriptivas
y el analisis de la varianza paramétrica (ANOVA)
se calcularon acorde con los métodos convencio-
nales [34].

En las muestras de sujetos enfermos se empled
media aritmética (X) * desviacién estandar (DE).
La significacion estadistica fue considerada a par-
tir de p < 0.05. El intervalo de referencia (rango
gue comprende el 95.44% de los valores estudia-
dos) fue calculado a partir de X + DE.

RESULTADOS Y DISCUSION

HbAlc: la Tabla 1 permite deducir que el interva-
lo de referencia de este analito en perros
clinicamente sanos fue del 6.99 al 11.15% de la Hb
total. No podemos discutir esta cifra por no haber
hallado trabajos sobre HbAlc dosada por
cromatografia “batch” en perros, pero si podemos
comparar los valores que obtuvimos en personas
sanas (5.08 a 9.60%) con el rango humano repor-
tado para dicha técnica: 6.60 a 8.60% [32] y 5a
8% [4], los que resultaron muy aproximados en-
tre si.

poblacién n HbAlc (%) Hb (g/dl) glucosa (g/1)
caninos sanos 37 9.07 £ 1.04 14.58 £ 0.32 0.86 £0.12
ref : humanos sanos 47 7.34 +£1.13 15.10 £ 0.26 0.85 +0.09
ref : humanos diabéticos 19 13.64 £+ 2.61 | 15.33 +£0.29 2.41 +1.02
caninos diabéticos 4 19.48 £8.30 | 15.92 £0.41 | 12.98 £ 0.27




Por cromatografia de intercambio i6nico otros
autores obtuvieron en perros sanos niveles de
HbAlc=7.1 % I.1% (rango: 5.1 a 9.7%) y en pe-
rros diabéticos: 14%, guarismos muy semejantes a
los aqui obtenidos [35]. Otros reportaron niveles
mas bajos de HbAlc dosada por cromatografia en
columna: 4.35 + 0.82% en sujetos sanos 'y 8.4 +
1.73% en diabéticos [5]. Las diferencias entre
sexos y edades fueron no-significativas en nuestro
ensayo.

Glucemias y hemoglobinemias totales de per-
sonas y caninos sanos encuadraron en rangos nor-
males [36, 37], excluyendo probabilidades de hipo
/hiperglucemias, asi como anemia/hemocon-
centracion [5, 9].

En personas diabéticas la glucemia promedio
241 £ 1.02 g/l y la HbAlc se elevo a 13.64 +
2.61%, en consonancia con las cifras de 8.4 a
16.0% citadas para estos casos [32]. Perros con
diabetes mellitus arrojaron valores de glucemia de
2.98 = 0.27 g/l con incrementos de HbAlc a nive-
les de 19.48 + 8.30% y hemoglobina total ligera-
mente elevada, quizas por efecto de la deshi-
dratacion propia de esta afeccion [11, 36].

En gatos normales obtuvimos HbAlc = 8.58 +
0.79% y en gallinas aparentemente sanas = 9.02 +
0.98% (para glucemias de 1.41 £+ 0.20 g/I). Llama
la atencidn que las aves, cuya glucemia es mas ele-
vada que la de los mamiferos [38], obtuvieran ta-
sas de HbALc similares a las del ser humano y los
caninos; quizas ello pueda relacionarse a la escasa
vida media de sus eritrocitos [14]. En seres huma-
nos la HbAlc decrece cuando se reduce la vida
media del glébulo rojo [39]. En la diabetes
mellitus ello sucederia por pérdida de la elastici-
dad de su membrana [1].

Fructosamina: la Tabla 2 posibilita calcular el in-
tervalo de referencia de este parametro en suero
de caninos normales, que resulté de 192.6 a 357.4
umol/l (distribucion normal, kurtosis = -0.75,
asimetria = 0.07). No hubo diferencias significati-
vas entre sexos (p = 0.76) ni edades (p = 0.27).
Proteinemias y glucemias fueron normales.

Nuestro intervalo de referencia result6é algo
mas amplio que el reportado para perros Beagle
utilizando otro método de valoracién de fructo-
samina (258.6 a 343.8 umol/l) [22], diferencia
quizés atribuible a la heterogeneidad de nuestra
poblacién. El limite maximo admisible citado por
otros (350 umol/l) [24] se acerca bastante al aqui
obtenido (357.4 umol/l). Con el mismo método
de laboratorio, recientes investigaciones [16] per-
mitieron constatar distribucién no-paramétrica
de los valores de fructosamina en una poblacion
heterogénea de caninos europeos, con niveles in-
dividuales entre 187 y 386 umol/l (mediana = 312
umol/l), los que resultan similares a los emergen-
tes de este trabajo (198 a 351 umol/l).

La media aritmética de fructosamina obtenida
en seres humanos sanos (283.1 = 78.1 umol/l)
coincide con el limite méximo estipulado por la
medicina humana (285 umol/l) [33], e indica que
nuestros valores resultaron sensiblemente més al-
tos y dispersos, efecto quizas debido a que se tra-
taba de una poblacion de ancianos, donde las
seroproteinas glicosiladas podrian ser mas eleva-
das por la deficiente regulacion glucémica propia
de la senectud [40]. Contrariamente, los valores
de fructosamina parecen ser mas bajos en la in-
fancia y en el embarazo humanos [3, 41], aunque
en algunos trabajos no se hallaron diferencias de-
bidas a la edad (15 a 35 afios) ni al sexo [42].

poblacién n fructosamina proteinas glucosa
(umol/) totales (g/dl) (a/l)
caninos sanos 89 275.0 £ 41.2 7.22 = 0.26 0.89 + 0.07
ref: humanos sanos 335 283.1+£78.1 | 7.13+0.46 | 0.90+0.12
ref: humanos diabéticos 24 564.9 + 100.2| 7.63+£0.35 | 2.04 £0.49
caninos diabéticos 3 550.7+93.9 | 7.36+0.19 | 2.62+0.61
caninos hiperglucémicos 11 279.2 +£48.6 | 6.89+0.21 1.26 £ 0.10
no - diabéticos
caninos normoglucémicos 26 183.1 +53.5 | 566+0.13 | 0.92+0.17
hipoproteinémicos
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Con tenores normales de proteinemia, seres
humanos y caninos afectados de diabetes mellitus
incrementaron sus glucemias (2.04 £ 0.49y 2.62 +
0.61 g/ respectivamente), con el consiguiente au-
mento de fructosamina, muy por encima del limi-
te maximo del intervalo de referencia (564.9 +
100.2 y 550.7 = 93.9 umol/l respectivamente).
Otros investigadores denuncian, para perros dia-
béticos, niveles de fructosamina con medianas de
490 umol/l y maximas individuales de hasta 971
umol/l [16], asi como medias de 600 umol/l y
maximas individuales de 1242.9 umol/I [10]. Por
el contrario, en perros hipoglucémicos (0.25 g/l)
por hiperinsulinismo, fructosamina alcanzo nive-
les tan bajos como 147 umol/I [24].

En nuestra experiencia, caninos normopro-
teinémicos con hiperglucemia (1.26 + 0.10 g/I)
atribuible a stress, tratamientos con ACTH /
glucocorticoides, fiebre, anestesia, cirugia o infec-
ciones agudas, ostentaron concentraciones de
fructosamina (279.2 + 48.6 umol/l) practicamente
normales, confirmando que los cambios agudos o
transitorios de la glucemia no afectan la tasa de
glicosilacion seroproteica, tanto en perros [15]
como en gatos [17].

Perros normoglucémicos (0.92 £ 0.17 g/l) con
hipoproteinemias (5.66 + 0.13 g/dl) debidas a
trastornos crénicos con albuminuria, insuficien-
cia hepatica, desnutricion o neoplasias, mostraron
concentraciones de fructosamina (183.1 + 53.5
umol/l) por debajo del intervalo de referencia, co-
rroborando que la disminucién sostenida de protei-
nas plasmaticas reduce el valor de fructosamina [20].

Los escasos gatos aqui encuestados revelaron
niveles de fructosamina m = 238.4 umol/l
(glucemia = 0.83 g¢/l), que resultan encuadrados
en los intervalos de referencia reportados en otras
investigaciones: 146 a 271 umol/I [19] y 221 a 341
umol/I [17]. Gatos diabéticos (glucosa media =
3.48 g/l) incrementarian la tasa de glicosilacién
proteica hasta niveles de 820 umol/I [17]. Para el
bovino, otros autores reportan valores normales de
fructosamina entre 213.4 y 265.0 umol/l, sin consta-
tar cambios atribuibles al ritmo circadiano ni a las
variaciones transitorias de la glucemia [23].

CONCLUSION

El diagnoéstico de diabetes mellitus en medicina
veterinaria continla basidndose en la triada
poliuria-polidipsia-polifagia y los hallazgos de
hiperglucemia, glucosuria y anormalidad de la

prueba de tolerancia a la glucosa, raramente mi-
diendo la insulinemia [20, 21, 36, 38]. Algunos de
estos signos pueden deberse a otras causas, como
afecciones renales, hepatobiliares, endometritis,
hipercorticismo, stress y acciones medicamen-
tosas [20].

En el Servicio de Andlisis Clinicos anexo a la
Catedra de Fisiologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias (UNNE), tras 20 afios de labor
(1977-1997) y miles de animales analizados, Uni-
camente constatamos diabetes mellitus en no més
de una decena de ocasiones y siempre en perros.
Esta prevalencia estd muy por debajo de la repor-
tada a nivel internacional (1.5%) [20]. La reticen-
cia del veterinario clinico hacia las determinacio-
nes de laboratorio, sumada a la insolvencia mone-
taria de los propietarios, quizas provogue que esta
endocrinopatia, la mas comun en el perro, no sea
debidamente diagnosticada y tratada.

Las proteinas glicosiladas, ya sean de mediano
plazo (fructosamina) o largo plazo (HbA1c), po-
seen un gran potencial para evaluar retrospectiva-
mente el metabolismo hidrocarbonado de los ani-
males domeésticos. Falta aln investigar los cam-
bios fisiopatolégicos hallados en seres humanos,
como la gestacion [41, 43], la raza [44], la obesi-
dad [45], ingestion de vitamina C [10], hiper-
tension arterial [46] e interferencias por hemo-
globinopatias [5], estableciendo luego ventajas y
limitaciones de cada determinacién [47, 48, 49,
50] a efectos de no descartarlas como herramien-
tas diagnosticas. b
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