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RESUMEN

La diabetes esteroidea es una complicacion frecuente del trasplante renal. El
aumento de la glicosilacion no enzimatica de proteinas en la diabetes mellitus ha
sido implicado en la génesis de la arteriopatia. Sin embargo, su situacion en tras-
plantados renales no es conocida. Hemos estudiado en 32 enfermos con trasplan-
te renal funcionante la concentracién de hemoglobinas glicosiladas medidas por
cromatografia con resinas de intercambio i6nico (HbA1) y por un método quimico
(reaccion con ATB), selectivo para el estudio de glicosilacion (HbG)) y la concen-
tracion de proteinas glicosiladas plasmaticas (PGP), con la misma técnica. Grupos
control: 26 controles sanos y 19 diabéticos sin insuficiencia renal. Sus concentra-
ciones, significativamente superiores en trasplantados que en normales y ligera-
mente inferiores a los diabéticos, se relacionan con parametros del metabolismo
glucidico (media de glucemia basal, glucemia méaxima, glucosuria en los 3 meses
previos al estudio) y con la dosis de corticoides recibida. Disminuyen con el tiem-
po de trasplante renal, pero aun se encuentran significativamente elevadas en rela-
cién a las normales, en un grupo de trasplantados de mas de un afo de evolucion.
Concluimos que en el trasplante renal existe un aumento de glicosilacién de pro-
teinas, paralelo a la alteracién clinica del metabolismo glucidico y que se relaciona
con el tratamiento esteroideo. Su persistencia en trasplantados de mas de un ano
de evolucion, sin manifestaciones diabéticas, denota la existencia en este grupo
de una diabetes subclinica.
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GLYCOSYLATED PROTEINS IN RENAL TRANSPLANTATION

'SUMMARY

" Although diabetes is a frequent complication of corticosteroid therapy in renal '
transplantation, the fevels of glycosylated proteins in transplanted patients have
not been sufficiently studied and their relation with therapy and vascular complica-
tions are not known. _ ‘

We have determined glycosylated haemoglobin levels in 32 transplant reci-
pients using two different methods: a conventional microcolumn chromatographic
tecnnique (HbA,) and the chemical thiobarbituric acid method (GHb), in order to
avoid possible interference with carbamylated haemoglobin. Plasma glycosylated
proteins (PGP) were also determined with this technique. Two control groups were
used: 26 healthy controls and 19 non-uremic diabetic patients.

HbA; HbG and PGP levels were higher in the transplant group than in the
healthy controls and slighly lower than in diabetic patients. There is a significant
correlation between them and the means of fasting glycemia, highest glycemia and
glycosuria during the previous three months, and, also, with the amount of predni-
sone administered in this period. Their levels decrease with time but remain signifi-
cantly rised more than one year after renal transplantation.

We conclude that glucosylation of proteins is increased after renal transplanta-
tion, reflecting an abnormal carbohydrate metabolism, related to corticosteroid
therapy.

Key words: Glycosylated proteins. Renal transplantation. Corticosteroid thera-
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INTRODUCCION

Diversos azucares pueden unirse in vivo con grupos
amino libres de la hemoglobina y de otras proteinas, con
formacioén de una cetoamina. Estas reacciones de glico-
silacion son postsintéticas, no enzimaticas y dependen
de la concentracion de aztcar y proteina en el medio '3,
siendo las mas estudiadas las que ocurren con glucosa.
En e! momento actual, es perfectamente conocida la utili-
dad de la determinacién de hemogiobinas y proteinas
glucosiladas como indice de control diabético 45, ya que
representan una integracion de los niveles de glucemia
durante el periodo que corresponde a la vida media de la
proteina 87, lo que puede contribuir, incluso, al descubri-
miento de estados de hiperglucemia larvada, no objetiva-
bles por los procedimientos clinicos habituales. Sin em-
bargo, su estudio adquiere una nueva perspectiva al co-
nocerse que la glicosilacion de diversas proteinas puede
alterar su funcién ', lo que se ha relacionado con algu-
nas manifestaciones tardias de la diabetes (arteriopatia,
catarata, . nefropatia, trastorno lipidico).

La diabetes esteroidea es una alteracion frecuente en
el trasplante renal y las complicaciones vasculares cons-
tituyen, en este grupo, la principal causa de muerte 1517,
A pesar de ello, el estado de la glucosilacion de proteinas
en trasplantados renales y su relacién con la terapéutica
y complicaciones no son conocidos.

El objetivo del presente trabajo es estudiar la hemoglo-
bina y proteinas plasmaticas glicosiladas totales en en-
fermos con trasplante renal funcionante, analizando su
relacion con el tiempo de evolucién, circunstancias clini-
cas de éste y con la terapéutica.

MATERIAL Y METODO
1. Poblacidon estudiada

Se han estudiado 32 enfermos con trasplante renal funcionan-
te y dos grupos control: 19 enfermos diabéticos y 26 controles
sanos. Las principales caracteristicas de estos grupos se resu-
men en la tabla I.

Los enfermos diabéticos eran atendidos ambulatoriamente y
ninguno tenia insuficiencia renal (Cr < 1,5 mg.) ni infeccién ¢lini-
ca. Todos seguian una dieta hipocalérica, 10 eran tratados con
insulina y 5 con antidiabéticos orales.

El tiempo medio de evolucion del trasplante renal era de 12,1
+ 9,6 meses. En la tabla Il se clasifica a los pacientes segun el
tiempo que llevaran trasplantados (grupo I: 2-3 meses, grupo II:
4-12 meses y grupo Ill:'mas de 12 meses).

Se indican ios niveles de %rea y creatinina de estos grupos,
asi como la dosis de corticoides (en equivalentes de predniso-
na), recibidos durante los 3 meses previos al estudio, incluyen-
do el tratamiento de base y el recibido durante las crisis de re-
chazo. El tratamiento esteroideo se ajust6 al siguiente esquema:
dosis inicial, prednisona 80 mg/dia con descenso rapido de la
dosis hasta 20 mg/dia en el tercer mes y posterior descenso
lento para alcanzar la dosis de 10 mg/dia alrededor del segundo
afio postrasplante. Las crisis de rechazo han sido tratadas con
metil-prednisolona 250 mg. i.v./dia, de acuerdo con la situacién
clinica.

Ningan enfermo tenia historia personal o familiar de diabetes
ni era obeso. Dieciocho casos (56 %) habian sido tratados con
diuréticos (furosemida o hidroclorotiazida) durante los 3 meses
anteriores al estudio.

2. Técnicas

En todos los enfermos se realizaron extracciones de sangre
en ayunas, a primera hora de la mafana, para hematécrito y
hemoglobina (Couiter-Coulter S), urea, creatinina y glucosa
(analizadores Beckman) y proteinas totales (Biuret), archivando-
se una alicuota de plasma a — 80° C para posterior determina-
cion de proteinas glicosiladas plasmaticas (PGP). Del paquete
de hematies lavados con Cl Na 0,9 % en frio, se obtuvieron he-
molizados con agua destilada que fueron también archivados a
~80° C para determinacién de hemoglobina total y de hemoglo-
binas glicosiladas, que fueron analizadas simultaneamente por
dos procedimientos: cromatografia en microcolumna de inter-
cambio iénico (Hb A1) y método quimico con acido tiobarbitdrico
(HbG).

Se analizaron determinaciones de glucosuria en orina de las
24 horas previas, considerando como significativos los valores
superiores a 1 g/24 horas. Asimismo se clasificaron como hi-
perglucemia las cifras de glucemia en ayunas superiores a 140
mg/dl.

La glicosilacion de hemoglobina fue valorada en primer lugar
mediante cuantificacion, en microcolumnas comerciales de in-
tercambio catidnico (Bio Rad), de la fraccién de elucion rapida
(HbA1). El desarrollo cromatografico se realizo a 24° C y en to-
das las ocasiones se procesaron simultaneamente hemolizados
control a nivel alto, medio y bajo obteniéndose unos coeficientes
de variabilidad medios de 2 % intraensayo y 4 % interensayos.

Las determinaciones de hemoglobinas glicosiladas totales
(HbG) y proteinas glicosiladas plasmaticas totales (PGP) han
sido realizadas por un método quimico, basado en el descrito
por FLuckiGER y WINTERHALTER '8, valorando, mediante la reac-
ci6n del &cido tiobarbitdrico (ATB), el 5-hidroxometil-furfural
(HMF) generado por las cetcaminas de hexosa durante 24 ho-

TABLA |

CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS ESTUDIADOS

Normales Diabéticos Trasplante
Namerodecasos ............. e 26 19 32
Varon/hembra ............ ... ... . ... ... 12/14 7/12 24/8
Edadmedia ........................ .. .. 35 47 35
Rangoedad ................. ... . ... ... 22-43 35-72 25-71
Ueamg/dl. (X +DS) ................. .. +9 38 + 10 54 + 28
Creatininamg/dl. (X +DS).. .............. + 0.2 08 * 0,3 1,3 £ 0,5
Glucosamg/dl. (X +£DS) ................ +9 168 + 75 88 + 25
Proteinas totales g/dl. (X £ DS) .......... + 05 69 *+ 05 6,1 £ 06
Hemoglobina g/dl. (X'+ DS) ... .. DR 14,9 + 1,2 153 = 1,7 14,6 + 2,5
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TABLA i

TRASPLANTE RENAL VS TIEMPO DE EVOLUCION

Evolucion Urea Creatinina Corticoides (mg.)
Grupo {meses) N (1) (2)
| 5.3 11 59 = 20 1,2 £ 0,2 5,908 + 2,162
(32-100) (0,9-1,5) (3,045-8,280)
I 4-12 7 38 £ 16 1,1 £ 0,2 2,486 + 668
(39-58) (0,8-1,5) {1,620-4,610)
59 + 29 1,15 £ 0,59 1,458 + 712
i > 12 14 (21-135) (0.6-2,7) (695-2,815)
(1) En mg/dl.; X + DS (rango).
(2) En equivalentes de prednisona durante los 3 meses previos.
ras de hidrélisis acida de 100° C. En la determinacion de PGP, RESULTADOS

- previamente a la hidrolisis, se realiza un ajuste de la concentra-
cion plasmatica de proteinas y una alicuota es incubada con
NaHB, a fin de romper los enlaces cetoaminicos y utilizarla
como blanco *%; dializandose a continuacion tanto el problema
como su blanco 202, La hidrélisis se ha llevado a cabo con aci-
do acétido 2 M 2" y los hidrolizados se han desproteinizado con
acido tricloroacético, procediéndose a medir la absorcion (443
nm) de! desproteinizado, en el caso de los hemolizados (HbG)
previamente a ser sometidos & la reacion del ATB, lectura que
sera utilizada como blanco. Simultdneamente se procesan
muestras control a tres niveles y soluciones standard de HMF,
realizandose lecturas espectrofotométricas a 443 nm tras 15 mi-
nutos de incubacién a 37° C y un periodo de estabilizacion a
temperatura ambiente de 40 minutos. Los resultados se expre-
san como nmol., HMF generados por miligramo de hemoglobina
y proteinas (HbG o PGP respectivamente). Los coeficientes de
variabilidad a niveles medio y alto han sido de 5 % (HbG) y 7 %
(PGP) intraensayo y de 7 % (HbG) y 10 % (PGP) en el analisis
interensayos, siendo inferiores en ambos casos para niveles
bajos.

3. Estadistica

Para cada técnica se ha realizado un andlisis de varianza
entre los grupos. Las diferencias entre dos medias han sido va-
loradas mediante un test-t de Student no pareado. Los analisis
de correlacion entre dos variables se han llevado a cabo utili-
zando el método de los minimos cuadrados.

1. Alteraciones glucidicas

En algin momento de su evolucion, 22 casos (69 %)
presentaron glucosuria significativa y 13 (41 %) hiperglu-
cemia basal. Todos los que presentaron hiperglucemia lo
hicieron en relacion con la utilizacion de choques de es-
teroides como tratamiento de un episodio agudo de re-
chazo. En la mayoria, el trastorno metabdlico se controld
exclusivamente con dieta hipocalorica, pero en 7 ocasio-
nes (22 %) fue necesaria la asociacion de insulina al tra-
tamiento. Solo en tres enfermos las alteraciones persis-
tieron al suspender los choques de corticoides: uno de
ellos continua precisando insulina 3 meses después, en
otros dos, la hiperglucemia se controla con dieta a los 12
y 14 meses del comienzo de la anomalia metabdlica.
Ningun enfermo present6 fendémenos de cetoacidosis.

En la tabla Il se indica la glucemia basal actual, el
maximo nivel de glucemia y la glucemia basal media en
los 3 meses previos al estudio en los enfermos trasplan-
tados clasificados segun su tiempo de evolucion. Tam-
bién se muestra, en cada caso, el nimero de enfermos
que presentaron hiperglucemia o glucosuria o que preci-
saron insulina.

TABLA Il

"ALTERACIONES GLUCIDICAS VS TIEMPO EVOLUCION TR '
(3 MESES PREVIOS AL ESTUDIO) '

Grupo | [} [}
Glucemiaactual .................. X 93 87 90
DS 32 8 12
(Rango) (73-150) (81-90) (74-116)
Glucemia maxima 3 meses ........ X 141 94 93
- DS 71 17 12
(Rango) (77-370) (79-135) (79-116)
Glucemia media3 meses .......... X 108 82 88
DS 31 5 10
: (Rango) (77-171) (73-88) (77-109)
3 Hiperglucemia (> 140 mg/dL) ...... n 7 1 0
(%) (64) (14) (0)
=~ Glucosuria (>19/24h) ........... n 9 1 2
(%) (81) (14) (14)
Tratados coninsulina ............. n 3 1 0
(%) 27 (14) (0)
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Puede observarse que la media de las determinacio-
nes de gucemia basal y del mayor nivel de glucemia son
significativamente superiores (p < 0,001) en el grupo con
menor tiempo de evolucion (grupo |) que en los otros
dos. Congruentemente con esto, el nimero de casos que
presentaron hiperglucemia o glucosuria significativas -0
precisaron tratamiento insulinico disminuye en los grupos
con mas larga permanencia en trasplante renal.

2. Niveles de hemoglobina y proteinas totales glico-
siladas

En la tabla IV se indican los valores de HbA1, HbG y
PGP en enfermos trasplantados y en los grupos control.

TABLA IV

VALORES DE HEMOGLOBINA Y PROTEINAS
TOTALES GLICOSILADAS

X + DS Normales Diabéticos Trasplante

(N) (D) (TR)

Casosne ... ........ 26 19 32
HbA1 . ... . .. .. ... 73 + 0,77 99 + 234860 + 1,36
(%) ... e *
HbG ... . .......... 1,02 + 0,221,54 + 0,521,43 + 0,34
(nmol. HMF/mg. Hb) .. bl

P ... 0,58 £ 0,201,12 + 0,320,89 + 0,25
(nmol. HMF/mg. Pt) . .. ox " .

" Diferencias vs TR = * p <005 "™ p < 001; " p < 0,001.

Los tres parametros estan significativamente elevados
en trasplantados renales, en relacién con los sujetos sa-
nos. La HbA1 se encuentra por encima del rango de refe-
rencia en el 40 % de los casos, la HbG en el 45 % vy las
PGP en el 35 %. Las tres son inferiores a los valores
encontrados en el grupo diabético, aunque la diferencia
en los niveles de HbG no es significativa.

En la figura 12 se representa su concentracién media
(+ 1 DS) en los tres grupos de enfermos establecidos,

segun el tiempo de evolucion de su trasplante renal yen .

sujetos sanos.

Todos los grupos evolutivos presentan niveles de
HbA1, HbG y PGP significativamente superiores a los
controles. Sin embargo, son significativamente superio-
res en los enfermos con menos tiempo de evolucién (gru-
polvs Iy lll, p < 0,001 en todos los casos) y se estabili-
zan a partir del primer trimestre postrasplante.

3. Correlacion con parametros del metabolismo gilu-
cidico

La glucemia basal actual se correlaciona con los nive-
les de HbA1 (r = 0,58; p < 0,01), de HbG (r = 0,48; p<
0,05) y PGP (r = 0,56; p < 0,01). Lo mismo sucede con
la glucemia maxima alcanzada en los tres meses pre-
vios: HbA1 (r = 0,65 p < 0,001); HbG (r = 050; p <
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Fig. 1.—Evolucién de HbA1, HbG y PGP en trasplante renal. Se
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Hl (mds de 12 meses).

0,01), asi como con la glucemia basal media durante ese
periodo (Fig. 2). * -

Por otra parte, los enfermos que presentaron glucosu-
ria en el trimestre anterior al estudio tenian niveles de
HbA,, HbG y PGP superiores al resto: HbA, (9,3 + 1,5 vs
7,9 £ 0,7, p < 0,001), HbG (1,53 + 0,37 vs 1,37 £ 0,14

p<0,05)y PGP (1 + 0,25 vs 0,77 + 0,20: p < 0,001).

4. Relacién con otros parametros

No hemos encontrado diferencias significativas entre
los valores de HbA1, HbG y PGP al clasificar a los enfer-
mos segun recibieron o no tratamiento con diuréticos.

Por el contrario, existe una correlacion débil pero signi-
ficativa con la dosis de corticoides recibidas durante los 3
meses previos a la determinacién y para las tres ténicas
analizadas: HbA1 (r = 0,46; p < 0,01), HbG (r=0,46;p
< 0,01) PGP (r = 0,43; p < 0,05).

Por otra parte, no se ha objetivado una relacion signifi-
cativa con las cifras de hemoglobina, proteinas totales,
urea, creatinina, triglicéridos y colesterol, ni con la edad
de los pacientes.

DISCUSION

La diabetes mellitus es una complicacion frecuente en
el trasplante renal. Las alteraciones glucidicas se produ-
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cen generalmente en los primeros meses del postopera-
torio en relacion con el empleo de altas dosis de corticos-
teroides como tratamiento del rechazo '>'.

Esta alta incidencia en el postrasplante inmediato fue,
efectivamente, observada en nuestros casos, en todos
los cuales el desencadenante fue la utilizacion de cho-
ques de corticosteroides para el control de un episodio
de rechazo agudo. Es, sin embargo, una complicacién
facilmente controlable: aunque el 27 % de los casos que
la padedieron precisaron tratamiento con insulina, la alte-
racién desaparecié en la mayoria de los casos al inte-
rrumpir el tratamiento antirrechazo. Se ha descrito un au-

mento de la glicosilacion de proteinas en ia diabetes me-

litus, en el sindrome de Cushing y en la uremia 481922
26

FLUCKIGER y cols. 2> demostraron que el aumento de
HbA, encontrado en pacientes con insuficiencia renal uti-
liazando técnicas cromatograficas, se debe, al menos en
parte, a la union del acido isocianico derivado de la urea
con el aminoacido terminal de la cadena beta de la he-
moglobina, dando lugar a un complejo carbamilado que
co-cromatografia, en columnas de intercambio idnico, en

PROTEINAS GLICOSILADAS EN TRASPLANTE RENAL

la misma fraccién que las hemoglobinas glicosiladas. Las
técnicas cromatograficas no son, pues, adecuadas para
el estudio de la glicosilacién en fa uremia. En nuestros
enfermos se han producido aumentos de la concentra-
cién de urea, coincidiendo con episodios de rechazo
agudo y por hipercatabolismo esteroideo. En estas con-
diciones existe, pues, la posibilidad de que se formen
complejos carbamilados con la hemoglobina, que persis-
tan a lo largo de la vida media del hematie. Por eso, para
evitar esta fuente de interferencias, para el estudio de los
fenomenos de glicosilacion en el trasplante renal, ade-
mas de una técnica cromatografica convencional para
determinacion de HbA1 hemos utilizado un procedimien-
to quimico especifico (reaccién de ATB) para detectar

uniones entre carbohidratos y proteinas con formacion.

de una cetoamina, tal como sucede en las proteinas gli-
cosiladas postsintéticas.

La situacién de las hemoglobinas glicosiladas en el
trasplante renal apenas ha sido estudiada. FREEDMAN Yy
cols. ¥, utilizando una técnica microcromatografica para
determinacion de HbA1, encuentran niveles disminuidos
en ésta en un grupo de enfermos en hemodialisis periodi-
ca —en total discrepancia con e! resto de la literatura
publicada 2>26— y en trasplantados de menos de un tri-
mestre de evolucién, normalizandose en enfermos con
mas de 3 meses postrasplante renal. Sus diferencias con
el resto de los autores en enfermos urémicos y con las
nuestras en trasplahte renal, sélo pueden explicarse en
base a diferencias metodolégicas. Por otra parte, no co-
nocemos trabajos publicados sobre proteinas totales gli-
cosiladas en trasplante renal.

Tanto las hemoglobinas como las proteinas totales gli-
cosiladas estaban significativamente elevadas en nues-
tros trasplantados en relaciéon con los normales y eran
inferiores que en los diabéticos.

Estas alteraciones deben ser interpretadas como se-
cundarias y representativas de las experimentadas por el
metabolismo glucidico. En efecto, en nuestros enfermos
existe una correlacién significativa entre hemoglobinas o
proteinas glicosiladas plasmaticas y parémetros del me-
tabolismo de la glucosa, especialmente la glucemia me-
dia durante los 3 meses previos al estudio y con el méxi-
mo nivel de glucosa alcanzado en este periodo. Por otra
parte, los cascs que presentaban glucosuria significativa
tienen concentraciones de HbA1, HbG y PGP, superiores
al resto de los enfermos. Estos hallazgos son similares a
los encontrados por nosotros en el grupo de diabéticos, y
a lo referido en la literatura 472,

En paralelo con la situacion clinica, la concentracion de
hemoglobina y proteinas plasmaticas glicosiladas es mas
alta en el grupo de enfermos de mas corta evolucion (pri-
mer trimestre postrasplante), y desciende significativa-
mente a partir de este momento. Sin embargo, aun conti-
nuan elevadas en relacion con los normates en enfermos
de mas de un afo de evolucién. Esto implica la existen-
cia en este grupo de una diabetes subclinica, que afecta
a un 35 % de los casos.
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Es interesante destacar que en’ et grupo de trasplanta-
dos el porcentaje de casos que presentan elevacion de
las PGP es inferior al hallado para HbG. El fenémeno es
exactamente contrario al encontrado por nosotros en dia-
béticos y en urémicos (datos no publicados) y a lo referi-
do por otros autores en diabéticos 9282 y puede expli-
carse por la disminucion de fa vida media de las protei-
nas, inducida por el hipercatabolismo esteroideo %°. Este
hecho invalidaria el empleo de las PGP para el control de
la glucosilacién en el trasplante renal.

Por ultimo, los niveles de HbA1, HbG y PGP presentan
en nuestros enfermos una débil, pero significativa aso-
ciacion, con la dosis de corticosteroides recibidos duran-
te los 3 meses previos al estudio, sin que se haya encon-
trado ninguna relacién con el empleo de diuréticos. Dada
la relacion descrita en diabéticos entre aumento de la
glucosilacién y la génesis de la arteriopatia '°, catarata '2
o alteraciones del metabolismo lipidico ®, estos datos
constituyen un argumento méas a favor del intento de re-
ducir las dosis de corticosteroides en el manejo del enfer-
mo trasplantado.

No obstante, nuestro grupo de enfermos estudiados
con mas de un afo de evolucion desde el trasplante re-
nal es pequefio. Para evaluar las consecuencias del em-
pleo cronico de corticosteroides sobre la glucosilacion de
proteinas es necesario ampliar el estudio de enfermos
con mas tiempo de evolucion y tratados con dosis bajas
de corticoides por periodos mas prolongados.
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