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RESUMEN

La prediabetes es un estado que precede al diagnostico de diabetes mellitus tipo 2. Esta
condicién se caracteriza por la elevacion en la concentracion de glucosa en sangre mas alla de
los niveles normales sin alcanzar los valores diagnésticos de la diabetes. El estado prediabético
es una condicién subclinica, proinflamatoria, de la que es parte el aumento del carbohidrato
acido sialico plasmatico. Aun se desconoce el origen de tal elevacion, pero probablemente esta
relacionada con alteraciones en la actividad y/o concentracibn de la enzima a-2,6
sialiltransferasa. Por lo cual el objetivo de este estudio fue estimar la concentracién de la
enzima a-2,6 sialiltransferasa y del acido sidlico total y ligado a proteinas para demostrar que el
aumento de acido sialico plasmatico se relaciona con el incremento de la concentracion de la
enzima. La poblacién de estudio estuvo integrada por dos grupos de sujetos, un grupo de
pacientes prediabéticos y un grupo de sujetos normoglicémicos. Los resultados obtenidos en
este trabajo, mostraron que la concentracién de &cido sialico plasmatico total en los sujetos
prediabéticos es superior (77.25 mg/dL) que la de sujetos normoglicémicos pareados por indice
de masa corporal, edad y género (69.25 mg/dL). EI aumento en la concentracion de é&cido
sidlico total y ligado, correlaciond con el incremento en la concentracion de la enzima a-2,6
sialiltransferasa en los pacientes con prediabetes incluidos en este estudio, lo que podria
sugerir que la tasa de sialilacion de las globulinas esta incrementada a expensas del aumento
de a-2,6 sialiltransferasa en los pacientes con prediabetes, ya que la concentracion de a-2,6
sialiltransferasa en los pacientes con prediabetes fue significativamente superior [1.73
(0.01,0.05) ng/mL] a la de los controles [1.72 (0.00, 0.001) ng/mL]. No obstante los resultados
anteriores, es importante considerar que en este estudio fueron incluidos Unicamente 28
pacientes con prediabetes, por lo que es necesario realizar investigaciones con poblaciones

mayores para confirmar esta informacion.
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INTRODUCCION

La prediabetes se caracteriza por hiperglicemia cronica, en una concentracién intermedia entre
las concentraciones completamente normales de glucosa en sangre y la diabetes mellitus (ADA,
2015). La prediabetes es el principal factor de riesgo de la diabetes y engloba tanto la alteracion
de la glucosa en ayuno como la intolerancia a la glucosa (Gonzéalez., 2011). La prevalencia
mundial de prediabetes en 2013 fue de 316 millones de personas (Federacion Internacional de
Diabetes, 2013). En México se pronostica que para el afio 2030 el nimero de individuos con

intolerancia a la glucosa incrementard en un 60% (Gonzélez, 2011).

En la prediabetes se presentan diversos cambios metabdlicos; ademas de la alteracion
en la glicemia, se encuentran comunmente la resistencia a la insulina, dislipidemia y estrés
oxidativo (Bergman, 2013). Por consiguiente, el estado prediabético es una condicion
proinflamatoria en el cual usualmente se encuentra elevada la concentracion de 4cido sidlico
sérico (Rajappa y col., 2013). El acido sialico (SA, por sus siglas en inglés) es la molécula con la
gue se identifica a todos los N-acil derivados del acido neuraminico; se encuentra ligado en mas
del 70% del total de proteinas de fase aguda asi como a la mayoria de las glicoproteinas
séricas (Browning y col., 2004). La enzima sialiltransferasa es la encargada de la adicién de
acido sialico a las glicoproteinas, en el Aparato de Golgi (Li y col., 2012).

Rajappa y col., en el 2013, reportaron una mayor concentracién de acido sialico sérico,
total y ligado a proteinas, en pacientes que no fueron diagnosticados con prediabetes pero que
de acuerdo con los criterios de la ADA 2015 tendrian que serlo. Estos datos son relevantes
porque fueron los primeros reportados en la literatura y permiten proponer la hipétesis de que la
elevacion del &cido sidlico ligado, y por ende del acido sialico total, estan relacionados con el
aumento en la concentracion y/o actividad de la enzima a-2,6 sialiltransferasa. Por lo tanto, la
demostracion de esta relacion es necesaria para profundizar en el origen metabdlico de la
hipersialilacion de las glicoproteinas y el aumento del 4cido sidlico sérico, pero también para
iniciar estudios que permitan conocer el valor diagnéstico y pronéstico de estas biomoléculas en

el manejo de la prediabetes.

11



OBJETIVOS

Objetivo General

Estimar la concentracion de la enzima a-2,6 sialiltransferasa plasmatica y del acido siélico total
y ligado a proteinas en pacientes con prediabetes, para demostrar que el aumento en la
concentracion de ambas fracciones de &cido sidlico se relaciona con el incremento en la

concentracion de la enzima.

Objetivos Particulares

- Estimar y comparar los niveles de &cido sidlico plasmatico total y ligado a proteinas entre un
grupo de pacientes prediabéticos y un grupo control de sujetos normoglicémicos.

- Estimar y comparar la concentracion de la enzima a-2,6 sialiltransferasa plasmatica entre los

pacientes y el grupo control.

-Determinar si la concentracion de la enzima a-2,6 sialiltransferasa plasmatica esta relacionada

con los niveles de &cido sialico plasmatico total y ligado a proteinas.

12



REVISION DE LA LITERATURA

Definicién de Prediabetes

La prediabetes es el estado disglicémico que precede a la aparicion de la diabetes tipo 2 (DT2)
(Bishop y col., 2010; Rosas y col., 2009). Se caracteriza por la elevacion de la concentracion de
glucosa sanguinea por arriba de los niveles normales, sin alcanzar los valores diagnosticos de
la diabetes tipo 2 (ADA, 2014; Rosas y col., 2009; Tabak y col., 2012). La definicion se ajusta
adecuadamente al concepto de enfermedad e incluye a aquellos pacientes que presentan
glucemia basal alterada y pacientes que presentan intolerancia a la glucosa (Bishop y col.,
2010; Eldwin y col., 2008). Por lo tanto su presencia se asocia con el incremento en la
mortalidad y morbilidad (Eldwin y col., 2008). Es decir, con relaciéon a la normoglicemia, el
padecer prediabetes incrementa la probabilidad, entre el tres y el 10% de desarrollar diabetes
en el futuro (Eldwin y col., 2005; Gonzélez, 2011).

El nimero de pacientes prediabéticos, es cada vez mayor en el mundo. En el 2013, la
Federacion Internacional de la Diabetes (FID) estimé la prevalencia global de prediabetes en
316 millones de personas, principalmente en Europa, Asia y América del Norte (Figura 1).
Ademas, la FID estima que para el 2030 esta cifra aumentard a 471 millones de personas (FID,
2014).

La mayoria de las personas que padecen prediabetes tienen en promedio 50 afios de
edad; se estima que en este grupo la prevalencia aumentara significativamente hacia el afio
2035 (Figura 2) (FID, 2014). En el caso de México, se calcula que para 2030 el numero de
individuos con intolerancia a la glucosa se habra incrementado en un 60% (Figura 3) (Gonzélez,
2011). En Sonora la prevalencia de prediabetes en 2012 por la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricién en la poblacién de 40 a 59 afos de edad fue de 8.9% para hombres y 10.9% para
mujeres, aumentando en la poblacién de 60 afios o0 mas, 21.4% para hombres y 22.7% para

mujeres.
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Figura 1. Mapa representando la prevalencia (%) de la tolerancia a la glucosa en el 2013 a nivel
mundial en personas de 20 a 79 afios de edad. (Fuente: Federacion Internacional de la
Diabetes, 2013).
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Figura 2. Numero de personas con tolerancia anormal a la glucosa por edad (20-79 afios)

durante el 2013 y el prondstico para el 2035 a nivel mundial. (Fuente: Federacion Internacional
de Diabetes, 2013).
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Figura 3. Numero de sujetos con intolerancia a la glucosa en hombres y mujeres en México.

(Fuente: Atlas de Diabetes de la Federacion Internacional de Diabetes, 2009).

En estudios realizados en la poblacién indigena mexicana se ha encontrado que la
prevalencia de intolerancia a la glucosa es del 9.9% y la de alteracion de la glucosa en ayuno es
del 4.7%. Por otra parte se calcula que por cada seis o siete de estos adultos indigenas, uno de
ellos padece prediabetes. Considerando estas Ultimas cifras sumadas a la prevalencia de
diabetes, estimada en un 8.2% en esta poblacion, se hace evidente que existe una
problematica en la poblacibn mexicana en cuanto a alteraciones en el metabolismo de la

glucosa (Gonzalez, 2011).

La Asociacion de Diabetes Americana (ADA), la Asociacion Americana de
Endrocrinélogos Clinicos (AACE, por sus siglas en inglés) y la OMS (Organizacién Mundial de
la Salud), han aceptado que el estado prediabético (o prediabetes) es una entidad nosolégica
debido a su elevada frecuencia y su valor predictivo en la morbilidad y mortalidad poblacional
(Calderin y col., 2011).

El estado prediabético se caracteriza por fendmenos como la resistencia a la insulina y
la intolerancia a la glucosa (Grundy, 2012). La resistencia a la insulina se define como la
dificultad en los tejidos para responder a la accién de esta hormona, presentandose disminucion
en la captacion de glucosa, alteraciones en su metabolismo y en su almacenamiento (Kumar y
col., 2008). La resistencia puede ser de dos tipos, resistencia a la insulina hepética y resistencia

de tipo periférica. Esta Gltima puede manifestarse a nivel del musculo esquelético y tejido
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adiposo. Cuando se presenta la resistencia a la insulina, el pancreas es capaz de aumentar la
secrecion de la hormona (hiperinsulinemia) para mantener los niveles de glucosa normales en
el suero (Tabak y col., 2012). Este periodo de adaptacion puede durar por algun tiempo, pero si
la enfermedad evoluciona las células B pancreaticas se vuelven incapaces de compensar la
resistencia y la produccién de la hormona disminuye (Tabak y col., 2012). La intolerancia a la
glucosa es un proceso asociado con la resistencia a la insulina (Gonzélez y col., 2011) y se
define como el aumento de la glicemia entre 140 y 199 mg/dL (ADA, 2015), que se presenta en
condiciones posprandiales dos horas después de la ingesta de una cantidad estandarizada de
glucosa anhidra (Gonzalez, 2011; Nathan y col., 2007; Rubio, 2004). La resistencia a la insulina
también puede expresarse mediante la alteracién de la glicemia en ayuno entre 100 y 125
mg/dL (ADA, 2015).

Asi, la prediabetes puede diagnosticarse mediante la determinacion de los niveles
glucosa sanguinea en ayuno, la realizacion de una prueba de tolerancia a la glucosa y la
cuantificacién de la hemoglobina glicada en sangre (porque mide indirectamente la glicemia
preprandial promedio de 120 dias) (ADA, 2015; Gonzalez, 2011).

Factores de Riesgo de Prediabetes

Segun la Organizacién Mundial de Salud (OMS), un factor de riesgo para la salud es cualquier
rasgo, caracteristica o exposicién de un individuo que aumente su probabilidad de sufrir una
enfermedad. En el caso de la prediabetes, los factores de riesgo se clasifican en dos grupos en

funcién de su origen: controlables y no controlables.
Factores de Riesgo no Controlables

Entre los factores de riesgo no controlables se encuentra la predisposicion por grupo étnico
(predisposicion genética) (ADA, 2005a; ADA, 2015b; AMDJ; Gonzalez, 2011; Rosas y col.,
2009), ya que se ha observado que las poblaciones mas susceptibles de padecer diabetes son
los americanos, africano-americanos, asiatico-americanos, islefios del pacifico y mexicano-
americanos, entre otros en Estados Unidos (Gonzélez, 2011). Cowie y col., (2009) reportaron
datos de la NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) 2009, que muestran
que la prevalencia mas alta de prediabetes de la poblacién estadounidense se encuentra en el
grupo mexicano-americano, seguido por blancos no hispanos y en ultimo lugar en negros no
hispanos (Tabla 1). En ese pais, la poblacion con mayor prevalencia de prediabetes sumada
con la prevalencia de diabetes fue la poblacion mexicana-americana (Tabla 1) (Cowie y col.,
2009).

16



Tabla 1. Prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 y prediabetes en grupos étnicos en

Estados Unidos de Norteamérica.

Raza/Etnia por edad Diabetes Prediabetes Total de diabetes y
(aios) 0 prediabetes
% %
(%) (%) (%)
Blancos no hispanos
>12 5.2 (4.3-6.1) 26.2 (23.1-29.3) 35.7 (32.0-39.5)
>20 6.0 (5.0-7.0) 27.7 (24.4-31.0) 38.7 (34.8-42.5)

Negros no hispanos

=212
220

Mexicanos americanos

=212
220

12.0 (10.4-13.7)
13.9 (12.0-15.9)

10.9 (8.7-13.1)
12.6 (10.0-15.2)

23.3 (20.7-25.9)
25.4 (22.5-28.2)

29.9 (25.2-34.5)
32.0 (26.5-37.4)

39.4 (36.8-42.0)
44.1 (41.2-46.9)

47.3 (41.0-53.6)
52.0 (44.5-59.6)

*Nota: Se consideraron como prediabéticos sujetos que presentaron intolerancia a la
glucosa o alteracion de la glucosa en ayuno. (Fuente: NHANES, 2009; Cowie y col., 2009)

El sexo y la edad se incluyen dentro de los factores no controlables. Segun la FID, la
prevalencia y el riesgo de padecer prediabetes aumentan al incrementarse la edad,
principalmente a partir de los 40 afios, en ambos sexos. Sin embargo, las mujeres presentan
mayor probabilidad de prediabetes con respecto a los hombres (Figura 4) (FID, 2014). El peso
al nacer superior a 4 kg y menor de 2.5 kg, es otro factor de riesgo no controlable de
enfermedad cardiovascular (FID, 2014).
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Figura 4. Tolerancia anormal a la glucosa por edad (20-79 afios) y sexo a nivel mundial.

(Fuente: Federacion Internacional de Diabetes, 2013)

Factores de Riesgo Controlables

Estos factores se relacionan con el estilo de vida, entre ellos se encuentran el sobrepeso y la
obesidad central (circunferencia de cintura >90 cm en hombres y >80 cm en mujeres) (ADA,
2005; AMDJ; Gonzélez, 2011; Rosas y col., 2009). Estos suelen acompafarse por otro factor
modificable, el indice de masa corporal, que incrementa la posibilidad de padecer prediabetes
cuando se alcanza un valor superior a 25 kg/m? (Rosas y col., 2009; ADA, 2015). La obesidad o
el sobrepeso, provocan desequilibrios entre la produccioén y la liberacion endégena de insulina,
ademas de disminucion en la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos. Estas
manifestaciones clinicas son esenciales para el desarrollo del estado prediabético. Otros
factores de riesgo modificables que se suman a la lista son la dislipidemia (triglicéridos >250
mg/dL 6 2.82 mmol/dL y HDL <35 mg/dL 6 0.90 mmol/L) (ADA, 2009a; ADA, 2015b; Rosas y
col., 2009), la mala alimentacion, el sedentarismo (ADA, 2009a; ADA, 2015b; Gonzéalez, 2011)

el tabaquismo y el consumo de alcohol (Asociacion Mexicana de Diabetes en Jalisco).
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Criterios de Diagnostico de la Prediabetes

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) en el 2015, actualizé los criterios de diagndéstico
para la prediabetes y diabetes. La deteccién temprana de estas enfermedades puede realizarse
mediante tres pruebas de laboratorio que son: la cuantificacion de glucosa en ayuno en plasma
(Fasting plasma glucose, FPG por sus siglas inglés), la prueba de tolerancia oral a la glucosa
(Oral glucose tolerance test, OGTT por sus siglas en inglés) y la hemoglobina glicada
(Hemoglobin Alc, HbAlc por sus siglas en inglés). Una vez que ha sido diagnosticada la
prediabetes es recomendable realizar el monitoreo anual de al menos uno de los tres
indicadores (FPG, OGTT o HbALlc) para prevenir el desarrollo de la diabetes tipo 2 (ADA, 2015).
A continuacién se explicara el fundamento y los puntos de corte de las tres pruebas para el
diagnéstico y control de la prediabetes.

Glucosa Plasmatica en Ayuno

La prueba de glucosa en ayuno consiste en cuantificar la concentracién de glucosa en sangre
en ayuno de al menos ocho horas. La ADA establece que para realizar el diagnéstico de
prediabetes, los niveles de FPG deben encontrarse en un rango de 100 a 125 mg/dL (5.6 a 6.9
mmol/L). Por debajo de este intervalo se considera que el valor de la glicemia es normal y por
arriba de este rango (>126 mg/dL o su equivalente 6.9 mmol/L) se establece el diagnostico de
diabetes (Tabla 2) (ADA, 2015).

Tabla 2. Puntos de corte de la prueba de glucosa plasmética en ayuno, para el
diagnostico de prediabetes y diabetes.

Interpretacioén Resultados de la Prueba Glucosa Plasméatica en Ayuno
Normal <100 mg/dL (5.6mmol/L)
Prediabetes 100 mg/dL (5.6 mmol/L) a 125 mg/dL (6.9mmol/L)
Diabetes 2126 mg/dL (7.0 mmol/L)

(Fuente: Asociacion Americana de Diabetes, 2015)
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Los individuos que presentan alteracion de la glucosa en ayuno, exhiben niveles de
glucosa y de insulina en ayuno superiores a los valores normales (<20 pU/ml) (Rubio y col.,
2005; Wallach, 2003). Es importante recordar que durante el ayuno, los requerimientos
energéticos del metabolismo celular son suministrados por la glucosa procedente del higado
(glucogendlisis y gluconeogénesis), por acidos grasos (lipdlisis) y cuerpos ceténicos en menor
grado (oxidacion de &cidos grasos) (Pallardo y col., 2010). Los sujetos con alteracion de la FPG
suelen presentar aumento acelerado de la glicemia después de ingerir alimento, pero después
de dos horas los valores de glucosa vuelven a la normalidad. Esto es porque a nivel hepético se
presenta una marcada resistencia a la insulina, pero en el tejido muscular la sensibilidad a la

insulina se encuentra normal (Gonzalez, 2011).

Por otra parte, recordemos que la insulina se libera en dos fases, la primera fase
llamada rapida o temprana y la segunda fase llamada tardia (Gonzalez, 2011). La primera fase
dura de cinco a 10 min y corresponde a la liberacién de la insulina almacenada en las células B
pancreéticas. La segunda fase de secrecion tiene una duracién de alrededor de dos horas (si el
estimulo glucémico esta presente) para liberar la insulina sintetizada in situ (Gonzalez, 2011).
En los sujetos con alteracion de la FPG esta reducida la secrecién de insulina sélo en la primera
fase, pero la segunda fase es supranormal (Gonzalez, 2011). La resistencia a la insulina
hepatica y la disminucién de la secrecion de la insulina en la fase temprana, conllevan a la
produccién excesiva de glucosa, produciendo asi la hiperglucemia en ayuno (Nathan y col.,
2007). En la prediabetes, tanto la hiperglicemia como la disminucion en la sensibilidad a la
insulina hepatica son leves sin embargo, si estas alteraciones se vuelven persistentes, la
prediabetes puede evolucionar a diabetes en el transcurso de cinco a diez afios (Gonzélez,
2011).

Prueba de Tolerancia Oral ala Glucosa

Esta prueba se utiliza para evaluar la tolerancia a la glucosa de aquellos individuos que en
ayuno presentan una concentracion de glucosa en el plasma en el intervalo de 100 mg/dL
(5.6mmol/L) a 125 mg/dL (6.9 mmol/L), para definir con mayor precision el estado prediabético
(ADA, 2014; ADA, 2015; Wallach, 2003).

La prueba de tolerancia oral a la glucosa consiste en administrar al paciente una carga
de glucosa anhidra de 75 g diluida en 300 mL de agua, que debe ingerirse en menos de cinco
minutos (Arriaga y col., 2007; Rosas y col., 2009). Para realizar esta prueba el paciente debe

presentarse al examen con un periodo de ayuno de 10-12 h aproximadamente (Arriaga, 2007).
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Después se toman muestras de sangre a intervalos regulares de tiempo a partir de la toma
basal en ayuno, por ejemplo, se toma la segunda muestra después de transcurrida una hora y
una tercera muestra a las dos horas o, en el mejor de los casos, cada 30 min hasta las dos
horas (cinco muestras en total incluyendo la basal) (ADA, 2014a; ADA, 2015b; Arriaga, 2007).
La ADA recomienda establecer el diagndstico de prediabetes si la glicemia a las dos horas se
encuentra en el rango de 140 a 199 mg/dL (11.0 mmol/L a 7.8 mmol/L) como se muestra en la
Tabla 3. Si el resultado es inferior a 140 mg/dL, la glicemia posprandial se considera normal,
pero si el valor es superior a = 200 mg/dL (11.1 mmol/L) se realiza el diagnéstico de diabetes
(ADA, 2015).

Tabla 3. Puntos de corte de la prueba de tolerancia a la glucosa, para el

diagnéstico de la prediabetes y diabetes.

Interpretacion Resultados de la Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa
Normal <140 mg/dL (7.8 mmol/L)
Prediabetes 140 mg/dL (7.8 mmol/L) a 199 mg/dL (11.0 mmol/L)
Diabetes 2200 mg/dL (11.1 mmol/L)

(Fuente: Asociacién Americana de Diabetes, 2015)

En los individuos con intolerancia a la glucosa, la glicemia se eleva de manera rapida en
el torrente circulatorio y continla después del consumo de alimentos, sin descender a los
valores normales (<140 mg/dl) después de transcurridas las dos horas (Gonzalez, 2011). Esto
se debe a que presentan resistencia a la insulina muscular moderada o severa a pesar de que
la sensibilidad a la insulina hepética estd ligeramente reducida o normal (Gonzalez, 2011;
Nathan y col., 2007) combinada con la resistencia a la insulina, provoca la disminucién de la

captacion de glucosa en el tejido muscular (Nathan y col., 2007).
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Ademas, los pacientes con prediabetes presentan alteracion en la secrecion de la
insulina en la fase temprana y déficit grave de la secrecion de insulina en la fase tardia. La
secrecion defectuosa de insulina en la fase tardia (Gonzalez, 2011).

En los individuos con intolerancia a la glucosa, la glicemia se eleva de manera rapida en
el torrente circulatorio y continda después del consumo de alimentos, sin descender a los
valores normales (<140 mg/dl) después de transcurridas las dos horas (Gonzélez, 2011). Esto
se debe a que presentan resistencia a la insulina muscular moderada o severa a pesar de que
la sensibilidad a la insulina hepética estd ligeramente reducida o normal (Gonzélez, 2011,
Nathan y col., 2007). Ademéas, presentan alteracion en la secrecion de la insulina en la fase
temprana y déficit grave de la secrecion de insulina en la fase tardia. La secrecion defectuosa
de insulina en la fase tardia, combinada con la resistencia a la insulina, provoca la disminucion

de la captacion de glucosa en el tejido muscular (Nathan y col., 2007).
Prueba de la Hemoglobina Glicada

La medicién de la hemoglobina glicada permite estimar la glicemia de los ultimos dos o tres
meses. La cuantificacion de la HbAlc tiene la ventaja de que se puede realizar en muestras
sanguineas tomadas a cualquier hora del dia (Bishop y col., 2010). En esta prueba se mide el
producto que se forma cuando la valina N-terminal de la hemoglobina (proteina) reacciona
espontdneamente con la glucosa (azucar reductor) formando una cetoamina, que tras
rearreglos internos se estabiliza haciendo la union irreversible entre la hemoglobina y la
glucosa. La tasa de formacion de la HbAlc depende de la concentracion de glucosa en el
torrente circulatorio y de la vida de los eritrocitos, por ello es una medida retrospectiva confiable

de la glicemia cuando la sobrevida eritrocitaria no esta afectada (Bishop y col., 2010).

La prediabetes se diagnéstica cuando los niveles de HbAlc se encuentran en un rango
de 5.7 a 6.4%. La diabetes se establece cuando los valores son mayores a 6.5% y se dice que
un sujeto es normoglucémico cuando la HbAlc es inferior a 5.7%. En la Tabla 4 se muestran los

puntos de corte para el diagnéstico de prediabetes y diabetes establecidos por la ADA.
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Tabla 4. Puntos de corte de la prueba de HbAlc para el diagnostico de la

prediabetes y diabetes.

Interpretacion Resultados de la Prueba de Hemoglobina Glicada
Normal <5.7%
Prediabetes 5.7% a 6.4%
Diabetes 26.5%

(Fuente: Asociacién Americana de Diabetes, 2015)

Alteraciones Metaboélicas de la Prediabetes

En el estado prediabético se presentan diversos cambios metabdlicos entre los cuales se
encuentran la alteracion del metabolismo de la glucosa, la resistencia a la insulina, la alteraciéon
en el metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo. Estas modificaciones repercuten
principalmente en el riesgo de diabetes y de enfermedades cardiovasculares. Para comprender
mejor las alteraciones metabdlicas asociadas a la prediabetes, revisaremos brevemente los

aspectos relevantes de la homeostasis de la glicemia.

Los combustibles metabdlicos mas importantes para el organismo son la glucosa y los
acidos grasos. La glucosa es utilizada preferentemente por el cerebro y los musculos. Por lo
tanto, para asegurar un suministro continuo y seguro de glucosa a ambos tejidos, esta molécula
es almacenada temporalmente en forma de glucégeno en el hepatocito (Kawabhito y col., 2009).
Los lipidos son almacenados en forma de acilglicéridos en los adipocitos y sélo son removidos

de sus sitios de almacenamiento cuando hay un déficit critico de glucosa (Arner, 2003).

La homeostasis de la glucosa se mantiene por la interaccién coordinada de tres
procesos fisioldgicos: la secrecién de insulina, la captacién de glucosa en los tejidos y su
produccion y liberacion a nivel plasmatico. El cuerpo trata de mantener un suministro constante
de energia para las células manteniendo relativamente constantes los niveles de glucosa que
se encuentran en sangre. El balance normal de la glucosa, esta representado por el equilibrio

entre diferentes procesos: absorcion de la glucosa en el intestino, la utilizacién de la misma por
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parte de los tejidos (glucolisis, la via de las pentosas fosfato, el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, y la sintesis de glucégeno) y su formacion enddgena (glucogenolisis y
gluconeogénesis) (Kawahito y col., 2009) La alteracion sostenida de cualquiera de estos
procesos contribuye al desarrollo de un estado disglicémico que puede traducirse, de acuerdo
con su etapa evolutiva, en prediabetes o diabetes.

Acido Sialico y su Relacion con Prediabetes
Descripcion de Acido Sialico

El término “acido sialico” etimolégicamente proviene del griego «sialos» cuyo significado es
saliva. El compuesto fue descubierto por Blix en 1936, cuando lo aislé de la mucina bovina de
las glandulas submaxilares y por Klenk, en 1941, al aislar un derivado del &cido neuraminico a
partir de glicolipidos del cerebro de pacientes que habian muerto por la enfermedad de Tay-
Sachs (Reglero y col., 2009). El acido sialico es una molécula de gran importancia dentro del
reino animal y cumple importantes funciones en el metabolismo de algunos microorganismos.
Hoy en dia el término &acido sialico comprende una familia de mas de 50 compuestos naturales
que tienen en comudn un esqueleto de nueve carbonos (acido neuraminico). El 4cido sialico mas
comun es el acido N-acetilneuraminico abreviado habitualmente como Sia, Neu5Ac, NeuNAc,
NeuAc o NANA (Reglero y col., 2009).

El acido sidlico exhibe en su estructura un anillo pirandsico constituido por cinco
carbonos y un oxigeno formado por un enlace hemiacetal en conformacién de silla como se
muestra en la Figura 5. El acido sidlico presente en los glicoconjugados que existen en la
naturaleza, se encuentra sélo en configuracion alfa (a), excepto en un donador rico en energia,
el CMP-&cido sidlico, que tiene el carbono anomérico en configuracion beta () (Reglero y col.,
2009) Este carbohidrato se localiza cominmente en el extremo terminal de las cadenas de
oligosacéridos de todos los tipos de células. Este azlcar acidico suele decorar las superficies
de las células y las proteinas que son secretadas por vertebrados e invertebrados, mediando y

modulando diversos procesos fisiolégicos y patoldgicos (Varki, 2008).

En las cadenas de oligosacaridos de los glicoconjugados, el &cido sialico puede estar
unido en posicion a-2,3 6 a-2,6 a residuos de galactosa (Gal); en enlace a-2,6 a residuos de N-

acetil galactosamina (GalNac) y ligado en forma a-2,8 a otros residuos de &cido sialico.
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Figura 5. Estructura quimica del &cido sidlico. (Fuente: Buschiazzo y col., 2008)

Los diferentes tipos de enlace que puede formar esta molécula asi como la variedad de
formas que existen en la familia de este carbohidrato dan origen a una diversidad de
glicoconjugados (L6pez y col., 2007).

La transferencia del acido sialico a los oligosacaridos (sialilacién) ocurre a partir del
azucar donador activado CMP-NeuAc. La reaccion es catalizada por una familia de enzimas
llamadas sialiltransferasas (STs) que se encuentran ancladas a la membrana del Aparato de
Golgi. Actualmente se conocen 20 isoformas de sialiltransferasa, que presentan diferencias en
la afinidad por el sustrato que reconocen y se clasifican en funcién del tipo de enlace que

forman (Liy col., 2012; Lépez y col., 2007).
Funcion Metabélica del Acido Sialico

La expresion de estructuras con acido sialico esta regulada en espacio y tiempo, la presencia
de este carbohidrato en un momento particular, es el resultado del balance total entre las
actividades de las sialiltransferasas y las sialidasas (neuraminidasas) que eliminan el acido
sialico de los oligosacaridos, asi como de la competencia con otras glicosiltransferasas en el
Aparato de Golgi, en donde se lleva a cabo el proceso de sialilacion. Las estructuras sialiladas
se expresan de manera especifica en cada tejido y modulan diferentes fenémenos celulares

como la activacion y diferenciacion celular (Lopez y col., 2007).

En la Figura 6, se muestra una vision general del metabolismo del &cido sialico. La ruta
biosintética del acido sialico, acoplada a la sialilacion, tiene lugar a través de las siguientes

reacciones: a) sintesis de ManNAc, b) sintesis de ManNAc-6P, c) sintesis de Neub5Ac, d)
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activacion del mondomero CMP-Neu5Ac y por ultimo e) transferencia del Neu5Ac a un aceptor
(Reglero y col., 2009).
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Figura 6. Metabolismo del &cido sialico. Se resume en el orden de las siguientes reacciones:
sintesis de ManNAc, sintesis de ManNAc-60, sintesis de Neu5Ac, activacion del mondmero
CMP-Neu5Ac y por ultimo la transferencia del Neu5Ac a un aceptor (Reglero y col., 2009).
(Fuente: Schauer, 2000)
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Tal como se muestra en la Figura 6, la sintesis de Neu5Ac (&cido sialico) comienza con
la fosforilaciébn de ManNAc, por la accion de la enzima ManNAc cinasa obteniéndose N-acetil-D-
manosamina-6-fosfato (ManNAc-6P). El sustrato ManNAc fue previamente sintetizado a partir
de glucosa, que por reacciones enzimaticas se trasformé en UDP-N-acetil-glucosamina (UDP-
GIcNAc) y luego, por accion de la enzima UDP-GIcNAc-2-epimerasa, se transformd en el
producto ManNAc en el citosol (Reglero y col., 2009).

Al ser fosforilado ManNAc, se obtiene ManNAc-6P que tras condensarse con una
molécula de fosfoenol piruvato da origen al acido N-acetilneuraminico-9-fosfato (Neu5Ac-9P),
mediante la accion de la enzima Neu5Ac-9P sintetasa. En el siguiente paso, el acido Neu5Ac-
9P es desfosforilado por la enzima Neu5Ac-9P fosfatasa para la obtencién de Neu5Ac (&cido
sidlico) (Reglero y col., 2009).

La forma activa de acido sidlico, CMP-&cido sialico, se produce por la reaccion entre el
citidin trifosfato (CTP) y el Neu5Ac en el nicleo de la célula por accion de la enzima CMP-
sintetasa. Cabe destacar que durante su biosintesis, el CMP-Neu5Ac puede sufrir diferentes
modificaciones, por ejemplo, transformarse en CMP-NeuGc por accion de la enzima CMP-
NeuAc hidroxilasa en el citosol. Finalmente, el proceso de sialilacién (incorporacion del acido
sidlico a la cadena oligosacarida en crecimiento) se produce cuando la enzima sialiltransferasa
incorpora al acido sialico en su forma activa (CMP-Neu5Ac) a las cadenas de oligosacaridos de
las glicoproteinas y glicolipidos en el Aparato de Golgi (Reglero y col., 2009; Schauer, 2004a;
Schauer, 2000b).

Por otro lado, la degradacién de sialoconjudados es realizada por la accién de enzimas
llamadas sialidasas o neuraminidasas que pueden ser de tipo extracelular o intracelular. Las
sialidasas intracelulares son llamadas endosialidasas y cumplen la funcién de hidrolizar los
enlaces de &cido sidlico en posicién a-2,8 (Reglero y col., 2009). Las sialidasas extracelulares
reciben el nombre de exosialidasas y se encargan de remover el acido sialico terminal en
posicién a-2,3, a-2,6 y a-2,8 de las glicoproteinas, glicopéptidos, gangliésidos, oligosacaridos y
polisacéridos (Reglero y col., 2009). El acido sialico puede presentar sustituyentes en su
estructura, que pueden ser removidos por otras enzimas. Por ejemplo, los grupos O-acetilo
pueden ser eliminados por la accion de esterasas, las cuales se encuentran distribuidas en una
variedad de tejidos (Reglero y col., 2009; Schauer, 2004).

A nivel fisiol6gico el acido siélico modula la vida media de las glicoproteinas del torrente

sanguineo y glicoproteinas circulantes, de la siguiente manera: El higado normalmente produce

27



glicoproteinas que se encuentran sialiladas y las segrega a la circulacién sanguinea (Varki,
2008). Posteriormente cuando estas proteinas han cumplido su tiempo de vida media este
mismo organo se encarga de degradarlas y catabolizarlas (Meijer y col., 1982). Esto se logra
primeramente por la accion de la neuraminidasa, que libera al acido sialico terminal de las
cadenas de oligosacaridos provocando la exposicion de residuos B-galactosa. Al exponerse, la
B-galactosa actia como ligando de los receptores de asialoglicoproteinas que se encuentran de
manera abundante en la membrana de las células de Kupffer. Una vez que se da la interaccion
entre el residuo de p-galactosa del oligosacarido con el receptor hepatico, la asialoglicoproteina
es internalizada dentro de la célula logrando su remocion del torrente circulatorio (Meijer y col.,
1982; Sorensen y col., 2009).

Por lo tanto las concentraciones relativas de células sanguineas, glicoproteinas y
glicolipidos en el torrente sanguineo, estan determinadas por la exposicion de los residuos de -
galactosa tras el proceso de desialilacion, asi como también por la tasa de captacion por parte
de los receptores de asialoglicoproteinas que realizan el proceso de aclaramiento (Lutz y col.,
2013; Sorensen y col., 2009). En consecuencia, no es sorprendente que algunas patologias
estén relacionadas con cambios en el patron de glicosilacion de los glicanos (Varki y col., 2009).

Importancia Biologica del Acido Sialico

El &cido sialico terminal presente en las glicoproteinas y gangliésidos de las membranas
celulares tiene gran importancia en la biologia celular, ya que participa en multiples eventos de
reconocimiento celular al interaccionar con los componentes de otras superficies celulares,
sustancias extracelulares y efectores (Reglero y col., 2009). Por ejemplo, el acido sialico aporta
acidez e influye en la microheterogeneidad de glicoconjugados. Ademas, les concede una serie
de propiedades especificas que en muchos casos les permiten actuar como receptores de
moléculas como interferdn, toxinas bacterianas e incluso moléculas de patégenos. Ademas su
presencia contribuye a la antigenicidad de grupos sanguineos especificos. El acido sialico
también interviene en las interacciones célula-célula vinculadas con la diferenciacion celular y el

desarrollo organogénico (Reglero y col., 2009; Varki, 2008).

El acido sialico le confiere carga negativa a los eritrocitos humanos y a otros tipos de
células ocasionando repulsion entre si mismas y previniendo interacciones no deseadas en el
torrente circulatorio. Ademas, la carga negativa junto con el caracter hidrofilico del acido sialico,
contribuye a las propiedades reologicas del moco de los compartimientos de las vias

respiratorias, que son Uutiles para la lubricaciéon y captura de agentes patdégenos o agentes
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contaminantes. Por otro lado, el alto contenido de &cido sidlico en la membrana basal
glomerular tiene un papel critico en el mantenimiento de la funcién renal. Sin embargo, las

extensas cadenas de &cidos polisialicos puede afectar la plasticidad neuronal (Varki, 2008).

Muchos de los eventos de reconocimiento celular son favorecidos gracias a que el acido
sidlico es un componente de la mayoria de las selectinas, involucradas en los eventos de
migracion leucocitaria en el endotelio vascular. De igual manera, el acido sialico también
funciona como ligando en la familia Siglecs (Sialic acid-binding inmunoglobulin-type lectins),
participando en los procesos de adhesion celular implicados en la regulacion del sistema
inmune y en la activacién de leucocitos. La evidencia sugiere que la accion de estas moléculas
esta regulada por la disminucién del contenido de &cido sialico de las superficies celulares,
promovido posiblemente por sialidasas especificas (Varki, 2008). Otros eventos fisiolégicos
parecen facilitarse cuando el &cido sidlico aumenta. Es por todo esto que la homeostasis del
acido sialico es crucial para el correcto funcionamiento de muchos procesos metabdlicos en el

organismo.
Acido Sialico y su Posible Relacion con la Prediabetes

En distintas enfermedades los niveles de &cido sialico en suero pueden modificarse. Aln no se
ha establecido el rango normal de &cido sialico sérico pero en diversos trabajos, como el de
Podnnio y colaboradores, se presentan avances en la definicion de los puntos de corte en
personas sanas, por género y por estratos de edad (Tabla 5). En 97 mujeres, se observo que la
media y la desviacion estandar fue de 634+108.6 mg/L, mientras que en un grupo de 96
hombres fue de 630£106.4 mg/L. A partir de los 45 afios de edad, en el sexo femenino los
niveles de acido sialico comienzan a incrementarse, este cambio podria estar asociado con la
menopausia. Sin embargo, las elevaciones que se presentan en hombres y mujeres
normoglicémicos, de 65 a 74 afios, sugieren que los niveles de &cido sialico sérico pueden

incrementarse por la influencia de procesos patolégicos subclinicos (Ponnio y col., 1999).
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Tabla 5. Concentraciones de acido sidlico sérico en mujeres y hombres sanos por
estrato de edad.

Grupos por edad N Acido sialico Grupos por edad N Acido sialico
Mujeres mg/L Hombres mg/L
25-34 26 613 +£113.0 25-34 27 609 £ 85.1
35-44 21 620 +118.4 35-44 23 639 + 123.9
45 -54 19 602 + 88.6 45 -54 12 617 + 150.6
55 - 64 21 655 + 96.8 55 - 64 25 632 £ 98.6
65-74 10 734 +£82.3 65-74 9 677 £ 62.6
Niotal 97 634 + 108.6 Niotal 96 630 + 106.4

(Fuente: Ponnio y col., 1999)

Numerosas publicaciones sugieren que los niveles de &cido sidlico total en el suero
pueden predecir el riesgo de diversas enfermedades (Varki, 2008). Esto podria ser debido a que
el acido sialico es parte de las proteinas de fase aguda cuya liberacion est4 asociada con
diversos estados inflamatorios (Pachau y col., 2007). Un estudio realizado por Sillanaukee y
col., (1999) reporté que existe un aumento en los niveles de acido sialico sérico en varias
enfermedades inflamatorias (Tabla 6), incluidas la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2. En otros
estudios se ha observado también el aumento de &cido sialico total sérico en la prediabetes
(Gavella y col., 2003), asi como el incremento aun mayor del acido siadlico en el grupo de
pacientes con diabetes y complicaciones (Abdella y col., 2000; Nayak y col., 2007; Pickup y col.,
1995; Powrie y col., 1996). Estos valores indican la alteracion progresivamente mayor de los
niveles del acido sialico a medida que avanza el estado disglicémico. Investigaciones como la
de Flynn y col., (1991) han planteado la hip6tesis de que la resistencia a la insulina es la base
fisiopatol6gica de la prediabetes y la diabetes, y esta relacionada con el incremento en los

niveles de acido sialico total.
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Tabla 6. Niveles de &acido sialico total sérico en diversas enfermedades

inflamatorias.

Tipo de enfermedad N Acido sialico total Grupo control
(TSA) (mmolL™) (mmolL™)

Glomerulonefritis 35 2.51+0.20 1.82+0.12

cronica

Falla renal 27 2.16 £ 0.17 1.82+0.12

Enfermedad de Behcet 16 291 +0.47 1.81+0.23

Enfermedad de Crohn 6 2.12+0.29 1.53+0.13

(con ulceras activas)

Enfermedad de Crohn 6 1.67 £0.17 1.53+0.13

(sin ulceras activas)

Tiroiditis granulomatosa 43 3.20+0.60 1.84+0.21

subaguda

Diabetes tipo 1 14 1.85+0.26 1.98 + 0.67

Diabetes tipo 1 (con 6 2.38+0.33 1.98 £ 0.67

retinopatia)

Diabetes tipo 2 26 1.90+0.40 1.60+£0.10

Hipertrigliceridemia 15 2.19+0.36 1.82+0.31

Infarto de miocardio 19 2.68 + 0.88 1.89 + 0.40

Aterosclerosis Carotidea 323 2.28 +0.30 2.15+0.27

Alcoholismo 42 2.56 + 0.56 1.78+0.24

(Fuente: Sillanaukee y col., 1999)

El estado prediabético es una condicién proinflamatoria, cominmente vinculada a la
obesidad vy resistencia a la insulina. En algunos estudios en prediabéticos se han encontrado
niveles elevados de citocinas en presencia de resistencia a la insulina y sobrepeso u obesidad.
En dichos pacientes, muy probablemente el estado proinflamatorio es ocasionado por la
sobrecarga de &cidos grasos del tejido adiposo atrofiado, que al segregar de manera anormal
adipocinas atrae macréfagos. A su vez, los macréfagos liberan mas citocinas agravando el

entorno proinflamatorio (De Lucay col., 2008).
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Ademas, la muerte de los adipocitos hipertrofiados ocasiona la liberacién de su
contenido lipidico, originando mayor migracién de macréfagos hacia el sitio de la inflamacion. La
elevacion de los 4cidos grasos circulantes puede activar también respuestas proinflamatorias
en células endoteliales vasculares y células de origen mieloide (De Luca y col., 2008). Ademas,
el incremento de las citocinas produce una respuesta de fase aguda en el higado que se
caracteriza por la liberacion de proteinas altamente sialiladas hacia el torrente circulatorio
(Pickup, 2004). Entre las proteinas de fase aguda se encuentra la proteina C reactiva, la cual se

eleva comunmente en estados de resistencia a la insulina en humanos (De Luca y col., 2008).

En el estado prediabético también se presenta hiperinsulinemia. La insulina es una
hormona anabdlica y una de sus acciones es aumentar la sintesis de proteinas de fase aguda
(Crook y col., 1998). La elevacion de las proteinas de fase aguda en la prediabetes, podria
explicar el incremento de &cido sialico, ya que algunas de estas proteinas se encuentran

altamente sialiladas (Powrie y col., 1996).

En un estudio realizado por Rajappa y col., (2013) se llevd a cabo la cuantificacion de
acido sialico total en suero y &acido sialico ligado a proteinas en un grupo de sujetos obesos que
presentaban glucosa en ayuno alterada. Los resultados fueron comparados con los obtenidos
en un grupo control de adultos normoglicémicos. Los datos arrojados indicaron que los niveles
de &cido sidlico total y ligado a proteinas en los sujetos con glicemia en ayuno alterada se
encontraban significativamente elevados, en comparacién con los niveles del grupo control

(Tabla 7), pero no se brind6 una explicacion de ese incremento.

El aumento de acido sialico sérico en pacientes con disglicemia subclinica podria estar
relacionado con eventos proinflamatorios y dismetabdlicos subyacentes. Parte de esos eventos
podria ser la alteracion de la actividad de enzimas como la sialiltransferasa y la neuraminidasa.
En particular, el aumento de actividad y/o concentracion de la sialiltransferasa podria explicar al
menos parcialmente el aumento del acido sialico observado en los pacientes con prediabetes.
De esta hip6tesis surgi6 el interés de realizar el presente estudio, en el que fue comparada la
concentracion de la sialiltransferasa entre personas normoglicémicas y pacientes con

prediabetes con niveles elevados de &cido siélico plasmético.
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Tabla 7. Niveles de &cido sidlico total y ligado a proteinas en sujetos obesos prediabéticos
y sujetos controles.

Parametros Sujetos obesos Sujetos control Valor de p
n=30 n=30
Glucosa en ayuno (mg/dL) 107.2 £ 12.2** 97.5+13.23 ** = <0.01
Acido sidlico total (ug/mg de 5.33 + 3.56*** 3.57+0.84 *** = 0.001
proteina) comparado con

los controles

Acido sidlico ligado a proteinas
(ug/mg de proteina) 3.56 + 0.59** 3.15+0.76 ** = <0.01

(Fuente: Rajappa, y col., 2013)

a-2,6 Sialiltransferasay su Relacion con Prediabetes

Descripcién de la Enzima a-2,6 Sialiltransferasa.

Clasificacién. Las enzimas sialiltransferasas pertenecen a la familia de
glicosiltransferasas (GTs) constituida por enzimas implicadas en la biosintesis de oligosacaridos
y polisacéaridos que reciben su nombre especifico de acuerdo con el tipo de carbohidrato que
transfieren, por ejemplo, las sialiltransferasas transfiere acido sialico (Breton y col., 2001).
Multiples sialiltransferasas son producidas por una sola célula eucariota, hasta hoy han sido
identificadas y clasificadas 20 tipos de sialiltransferasas y polisialiltransferasas. Las
sialiltransferasas se dividen en cuatro grupos de acuerdo con el tipo de enlace formado y la
naturaleza del azucar aceptor. El primer grupo estd conformado por seis enzimas beta-
galactésido a-2,3 sialiltransferasas (ST3Gal I-VI); el segundo grupo por dos enzimas beta-
galactésido a-2,6 sialiltransferasas (ST6Gal I-11); el tercer grupo por seis enzimas GalNAc a-2,6
sialiltransferasas (ST6GalNAc I-VI); y el cuarto por seis enzimas a-2,8 sialiltransferasas (ST8Sia
I-VI entre los cuales ST8Sia-Il y ST8Sia-1V son polisialiltransferasas) como se muestra en la
Figura 7. Las polisialiltransferasas producidas por bacterias catalizan la reaccion en posiciones

a-2,8, y/o a-2,9 en polisacaridos de la capsula bacteriana (Li y col., 2012).
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Figura 7. Sialiltransferasas. Catalizan la transferencia de acido sidlico a partir de CMP-Sia a un
aceptor, comunmente Gal, GalNAc o Sia, localizados en las regiones terminales de glicanos o

glicoconjugados. (Fuente: Liy col., 2012).

Las enzimas ST6Gal (B-galactésido a-2,6 sialiltransferasa) y ST6GalNAc (a-N-
acetilgalactosaminidasa a-2,6 sialiltransferasa) (Audry y col., 2011), se diferencian por el
residuo terminal aceptor del sustrato, asi como también por la estructura del sustrato (Harduin y
col., 2001). La ST6-Gal esta constituida por dos miembros (la ST6Gal-1 y la ST6Gal-II). Ambas
enzimas catalizan la transferencia de acido sialico al grupo hidroxilo del carbono seis del
residuo de galactosa terminal del disacarido tipo dos (Galpl-4GIcNAc) y también pueden
transferir acido sialico al residuo de N-acetilgalactosamina (GalNAc) de LacdiNAC (GalNAcB1-
4GIcNACc) (Audry y col., 2011).

En el caso del grupo ST6GalNac, constituido por seis diferentes miembros (ST6GalNAc-I
al VI), tres de los miembros (ST6GalNAc |, Il, y IV) catalizan la adicion de &cido sialico en
posicion a-2,6 sobre residuos deGalNac de O-glicosilproteinas. El resto de las enzimas que
pertenecen a este grupo (ST6GalNAc-IIl, V y VI), catalizan la adicion de acido sialico sobre

residuos de gangliosidos (Audry y col., 2011; Takashima y col., 2008). La ST6GalNAc | muestra
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especificidad hacia las estructuras: GalNAca-O-Ser/Tr, GalB1-3GalNAca-O-Ser/Try NeuS5Acal-
3GalB1-3GalNAca-O-Ser/Tr. La enzima ST6GalNAc Il utiliza como sustratos a GalBl-
3GalNAca-O-Ser/Tr y Neu5Aca2-3GalB1-3GalNAca-O-Ser/Tr. Por ultimo, la enzima ST6GalNAc
IV es aun mas especifica ya que utiliza la secuencia trisacarida Neu5Aca2-3GalB1-3GalNAc
encontrada en O-glicosilproteinas y en gangliésidos. Cabe destacar que ocho de las 20 enzimas
sialiltransferasas que se han descubierto hasta ahora, forman parte de los grupos de enzimas
ST6Gal y ST6GalNAc (Harduin y col, 2001). La existencia de un gran numero de
sialiltransferasas es un indicativo de que las estructuras que contienen acido sidlico poseen
importantes funciones biolégicas (Li y col., 2012), asi como también de la importancia de la

actividad de la enzima en la sialilacion de glicoconjugados como glicoproteinas.

Ubicacion. Las enzimas sialiltransferasas son proteinas de membrana tipo dos
distribuidas a lo largo del Aparato de Golgi, con excepcion de la primera parte, la Cis-Golgi
(Sears y col., 1998). La enzima a-2,6 sialiltransferasa se localiza en el trans-Golgi y esta
involucrada en la decoracién de la parte terminal de los oligasacaridos (Legaigneur y col.,
2001).

En la Figura 8, se presenta el mapa de la organizacion de los genes codificadores de las
sialiltransferasas, publicado por primera vez en el afio 2008. El gen que codifica la enzima
ST6Gal-I humana se encuentra en el cromosoma tres (Hardiun y col.,, 2001). Las enzimas
ST6GalNac Il y V son codificadas por genes localizados en el cromosoma uno (1p31), mientras
que las enzimas STGalNAc IV y VI son codificadas en el cromosoma nueve (9934) (Takashima
y col., 2008).
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Figura 8. Representacion de la organizacion de los genes codificadores de las sialiltransferasas

humanas. (Fuente: Hardiun y col., 2001).

Las cajas abiertas representan secuencias de exones del genoma humano que codifican las
enzimas y las cajas grises indican exones que no han sido caracterizados. Las lineas negras
representan los sialomotivos largo (L), corto (S) y muy corto (VS). Las estrellas indican las
enzimas que han sido reportadas también en la organizacion genémica del raton. Por ultimo Cr,

representa la localizacion cromosémica (Fuente: Hardiun y col., 2001).

Estructura. Muy recientemente, se han descrito dominios comunes en las
glicosiltransferasas de eucariontes: Un dominio catalitico que consta de 3 capas ao/B/a plegadas
y un dominio parecido a un bolsillo, lo suficientemente grande para acomodar tanto al donante
del carbohidrato como al aceptor, rodeado de motivos conservados para una familia de
glicosiltransferasas en particular. Al parecer el reconocimiento del sustrato donador es mediado
por residuos que se encuentran en las regiones conservadas de la enzima (Legaigneur y col.,
2001).
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Las sialiltransferasas poseen un dominio N-terminal citoplasmético, un dominio
transmembranal de 16 a 20 residuos de aminoacidos, una region tallo con un tamafio variable
(20 a 300 residuos de aminoacidos) y un dominio catalitico C-terminal relativamente soluble
constituido por una regién conservada de 300 + 20 residuos de aminoacidos orientado hacia el
lumen del Aparato de Golgi (Legaigneur y col.,, 2001; Li y col., 2012) (Figura 9). En
comparacion con las demas sialiltransferasas, la enzima a-2,6 sialiltransferasa presenta un tallo
pequefio (Legaigneur y col., 2001). La region tallo de las sialiltransferasas es susceptible a
escision proteolitica, el resultado de una eventual protedlisis es una forma solubilizada de la
enzima presente en fluidos biolégicos, como calostro y suero (Audry y col., 2011; Breton y col.,
2001; Sears y col.,, 1998). Las glicosiltransferasas son frecuentemente glicosiladas para
garantizar su estabilidad y/o actividad. Por ejemplo, la glicosilacién de la enzima ST6Gal | le
brinda estabilidad pero no es necesaria para su actividad. En cambio, la forma soluble de la
enzima es eficientemente secretada y activa sélo cuando esta glicosilada (la enzima no

glicosilada es inactiva y retenida en el reticulo endoplasmatico) (Breton y col., 2001).

Dominio
catalitico

7

Region del tallo

Golgi lumen

TMD

Citoplasma
Cola

citoplasmatica

NH,

TMD: Dominio Transmembranal

Figura 9. Representacion de la enzima sialiltransferasa. (Fuente: Breton y col., 2001).

Las enzimas sialiltransferasas poseen dominios que reconocen antigenos de Lewis que
contienen al residuo fucosa como aceptor. Poseen cuatro dominios conservados: largo (L),

corto (S), muy pequefio (VS), y dominio tres. Los enlaces disulfuro estabilizan los dominios L y
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S, el dominio L esté implicado en la unién del CMP-NeuAc. Los dominios tres y VS contribuyen
al enlace con el aceptor y el dominio S participa en el enlace con el donador y con el sustrato
aceptor (Liy col., 2012).

En la Figura 10, se pueden observar las estructuras esquematicas de los sialomotivos de
ST6Gal | de rata, ST3Gal | de cerdo y sialiltransferasa Cstll de Campylobacter jejuni. Los
residuos idénticos de los sialomotivos de ST6Gal | y ST3Gal | estan representados en color
rojo, en color gris los residuos que son similares y los que son distintos en color negro. En el
caso de la estructura de Cstll, el color rojo identifica los residuos que son idénticos entre las
enzimas ST6Gal | y ST3Gal I, de color gris los residuos que son similares y negro para los que
son diferentes en comparacion con las otras dos enzimas. Las estructuras de la zona derecha
de la Figura son una representacion de las regiones de las proteinas que rodean al CMP (color
amarillo). Las cadenas laterales de los aminoacidos son similares a los paneles de la izquierda,
con la excepcién del color verde, que se refiere a las cadenas de aminoacidos que no son parte

de las secuencias de los sialomotivos (Meng y col., 2013).
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Figura 10. Comparacién estructural de los sialomotivos de ST6Gal | de rata,

ST3Gal | de cerdo y Cstll de C. jejuni. (Fuente: Meng y col., 2013).

En la Figura 11, se simula la interaccion de la enzima ST6Gal | de rata con el disacarido
aceptor (Galp, 4GIcNAc-O-Me) en el sitio activo. Los sitios aceptores en las sialiltransferasas
son diversos, sin embargo las posiciones generales y los angulos de enfoque para los distintos
disacaridos aceptores son notablemente similares entre ST6Gal |, ST3Gal | y Cst Il. La
interaccion entre azucar activado y los residuos del sitio catalitico de la enzima es notablemente
similar entre la ST3Gal | de cerdo, la Cstll de C. jejuni, la ST6Gal | de rata y la ST6Gal |
humana (Figura 12) (Meng y col., 2013).
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Galfi1,4GIcNAc-O-Me

Figura 11. Simulacioén de la interaccion del sitio activo de la enzima sialiltransferasa

ST6Gal | de rata con el disacérido aceptor. (Fuente: Meng y col., 2013).
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Figura 12. Comparacioén de los residuos del sitio catalitico aceptor del azicar activado de
ST6Gal | de rata, ST6Gal | de humano, ST3Gal | de cerdoy Cstll de C. jejuni. (Fuente: Meng, y
col., 2013).

41



Mecanismo enzimatico. Las glicosiltransferasas transfieren residuos de carbohidratos
de un sustrato donador activado a un aceptor que podria ser lipido, proteina u oligosacarido que
se estd sintetizando (Breton y col, 2001). Las enzimas sialiltransferasas catalizan la
transferencia de &cido sialico de un donador rico en energia CMP (citidina 5' monosfato) unido
al &cido sialico (CMP-Sia) a varias moléculas aceptoras. Usualmente la transferencia se da en
estructuras con una terminacion en galactosa (Gal), N-acetilgalactosamina (GalNAc), u otro
residuo de acido sialico (Sia) (Liy col., 2012).

En el mecanismo de sialilacion, participan tres enzimas claves para la sintesis de
glicanos sialilados. La primera enzima que participa en la sintesis de acido sialico es la piruvato
aldolasa, seguida de la enzima CMP-Sia sintetasa (CSS) para la sintesis de CMP-Sia. La
enzima sialiltransferasa (ST) realiza la transferencia de acido sialico al aceptor, el cual puede
ser un glicano o un glicoconjugado (Figura 13) (Li y col.,, 2012). El pH 6ptimo al cual las
enzimas sialiltransferasas llevan a cabo la reaccion, se encuentra en un rango de seis a siete
(Sears y col., 1998).
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Figura 13. Contribucion de tres enzimas piruvato aldolasa, CMP-Sia sintetasa y sialiltransferasa

para el mecanismo de sialilacion. (Fuente: Liy col., 2012).

Las sialiltransferasas presentan una alta especificidad hacia el sustrato aceptor, pero la
especificidad del sustrato es relativamente menor (Li y col.,, 2012). Sin embargo, se ha

demostrado que la eliminacion de la region tallo de la enzima afecta al dominio catalitico
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probablemente por un cambio conformacional, facilitando con ello la transferencia del
carbohidrato, como si la enzima pasara a un estado funcional mas abierto (Legaigneur y col.,
2001).

A pesar de las diferencias estructurales que poseen las enzimas sialiltransferasas, todas
se caracterizan por ser glicosiltransferasas inversoras. Es decir, catalizan la formacion del
enlace a-sialil en el producto a partir de un enlace B de &cido siélico en el substrato donador
CMP-Sia. La reaccion inversora de glicosiltransferasas sigue un mecanismo Sy2, e involucra la
formacion de un estado de transicién oxocarbenio, con la salida simultanea de CMP. Se cree
que la enzima sialiltransferasa sigue un sélo mecanismo de desplazamiento para realizar su
funcion. Es decir, implica un ataque nucleofilico al hidroxilo aceptor (activado por una base
catalitica en la enzima) al centro anomérico del carbono dos del acido sialico en el substrato

donante con un inversion estereoquimica (Li y col., 2012).
Funcién Metabolica e Importancia Biol6gica de la Enzima a-2,6 Sialiltransferasa

Como se ha mencionado anteriormente, la funcién de la enzima sialiltransferasa es la
transferencia de acido sialico a glicoconjugados con proteinas y lipidos celulares (Harduin y col.
2013). La enzima a-2,6 sialiltransferasa se ha caracterizado ampliamente porque patrticipa en la
mayoria de los N-glicanos de las proteinas del suero humano, controlando de este modo su

permanencia en la sangre y su aclaramiento metabdlico (Audry y col., 2011).

En diversas patologias se ha observado que la actividad de la enzima sialiltransferasa se
encuentra alterada lo que conlleva a que la composicién de los oligosacaridos se modifique. Un
ejemplo es el cancer, en el cual la transformacion neoplasica implica una profunda alteracion en
el patrén de glicosilacion que conduce a alteraciones estructurales y comportamiento anormal
de las células. Un estudio reportado por Dall'Olio y col., (2000) indicé que existe un aumento en
la actividad de ST6Gal | en muestras de pacientes con cancer de colon. En este tipo de cancer
muchos estudios han demostrado la expresion aberrante de los oligosacaridos a-2,6 sialilados.
En otro estudio realizado por Lise y col.,, (2000) se demostr6 que la evolucién clinica los
pacientes con cancer colorrectal correlaciona con la expresion de la enzima a-2,6
sialiltransferasa. Ademas, se encontré que los niveles de expresion de a-2,6 sialiltransferasa
correlacionaron inversamente con la supervivencia de los pacientes. Sin embargo la
sobreexpresion de ST6Gal | en el cancer y su relacién con la malignidad sigue siendo poco

clara (Chirocolo y col., 2006).
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En otro tipo de patologias en las cuales se presentan trastornos metabdlicos, como en el
caso de la diabetes mellitus tipo 2 se ha documentado que existen cambios en la actividad de la
enzima sialiltransferasa. En el estudio experimental realizado por Rellier y col., (1999) se
encontré un aumento del 36% en la actividad de la enzima neuraminidasa y una reduccion del
15% en la actividad de la enzima sialiltransferasa en células bovinas endoteliales. En el mismo
estudio se mostraron resultados similares en la retina de ratas diabéticas tratadas con
estreptozotocina, ya que se observo 78% de aumento en la actividad de neuraminidasa y una
disminucion del 15% en la actividad de sialiltrasnferasa. Por el contrario, en una investigacion
realizada por Serrano y col., (1985) se midio la actividad de sialiltransferasa en 6rganos de ratas
diabéticas tratadas con estreptozotocina y se encontraron resultados contratantes. Es decir, la
actividad de la enzima sialiltransferasa se encontré6 aumentada en cerebro, pero en el corazén y
el rifdén la actividad enzimatica fue significativamente mas baja, en comparacién con la de los

controles.

Es indudable que la alteracién de la actividad de las enzimas involucradas en el
metabolismo de &cido sidlico traeria como consecuencia defectos en el contenido de &cido
sialico de algunas glicoproteinas (Rellier y col., 1999), sin embargo hasta ahora los resultados
acerca de la actividad y/o concentracion de glicosiltransferasas en los estados disglicémicos no
es concluyente. De ahi la importancia de evaluar diversas hipétesis bajo distintas condiciones

clinicas asociadas con los estados disglicémicos.

a-2,6 Sialiltransferasa y su Posible Relacion con los Niveles de Acido Sialico Plasmatico

Presentes en la Prediabetes.

Algunas investigaciones enfocadas al estudio de la diabetes experimental, han encontrado que
la actividad de la enzima sialiltransferasa esta incrementada (Serrano y col., 1985) pero otros
han encontrado que estd disminuida (Rellier y col.,, 1999). Por otra parte, algunas
investigaciones clinicas han demostrado que la concentracion del acido sialico sérico en sujetos
prediabéticos (Gavella y col., 2003), diabéticos (Abdella y col., 2000; Gavella y col., 2003;
Kanbak y col., 2011; Nayak y col., 2007), y diabéticos con complicaciones esta aumentada
(Nayak y col., 2007; Pickup y col., 1995; Powrie y col., 1996), lo cual es compatible con la
hipotesis de que la enzima sialiltransferasa presenta mayor actividad en los estados

disglicémicos.

El posible aumento de la actividad de sialiltransferasa en sujetos prediabéticos podria

explicar los resultados del estudio de Rajappa y col., (2013) que muestran que el &cido siélico
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ligado a proteinas y el acido sialico total se encuentran aumentados en pacientes con glicemia
de ayuno alterada. Ademas, dado que en el estado prediabético suele haber incremento de la
proteina C-reactiva, una proteina que aumenta paralelamente al de glicoproteinas como al-
antitripsina, haptoglobinas y fibrin6geno, que contienen acido sialico (Sillanaukee y col., 1999),
seria importante determinar si el aumento de acido sialico plasmatico esta relacionado con la
mayor a-2,6 sialilacion en estas glicoproteinas y en consecuencia con la mayor
actividad/concentracion de la a-2,6 sialiltransferasa. En un estudio realizado por Yasukawa y
col., (2005) se observé que al inducir inflamacion en ratas, aumenté el nivel de expresion del
acido sialico a-2,6 en glicoproteinas. Es muy poca la informacién que se tiene acerca de la
enzima a-2,6 sialiltransferasa, por lo que nuevas investigaciones en esta area serian de gran

utilidad para conocer la fisiopatologia de la prediabetes.
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METODOLOGIA
Planteamiento Metodoldgico y Experimental

Se realiz6 un estudio transversal, observacional y analitico, para demostrar que la
concentracion de acido sidlico plasmatico esta elevada y se relaciona directamente con la
concentracion de la enzima a-2,6 sialiltransferasa plasmatica, en pacientes con prediabetes

mayores de 20 afios de edad.

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Bioquimica Clinica del Departamento de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora, tras la obtencion del dictamen
favorable del Comité de Bioética del Departamento de Medicina y Ciencia de la Salud y del
Comité de Investigacion del Hospital Ignacio Chavez del Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado de Sonora (ISSSTESON). Se utiliz6 el plasma de
muestras sanguineas que fueron donadas por pacientes con prediabetes y adultos
normoglicémicos derechohabientes de dicho hospital. ElI plasma estuvo congelado a -80°C
hasta su uso en el presente estudio.

Evaluacién Clinica de los Sujetos

Todos los participantes donadores de muestras sanguineas fueron valorados en el ISSSTESON
para determinar su estado clinico y definir su inclusién en cualquiera de los dos grupos de
estudio: pacientes con prediabetes o grupo control. Los criterios clinicos utilizados fueron los de
la Asociacion Americana de Diabetes. Las pruebas de laboratorio realizadas por métodos
colorimétricos (Randox, Méx.) a los participantes fueron: glucosa en ayuno, prueba de
tolerancia a la glucosa, hemoglobina glicada, LDL (lipoproteina de baja densidad), HDL
(lipoproteina de alta densidad), triglicéridos, colesterol total, ALT (alanina aminotransferasa),
AST (aspartato aminotransferasa), albimina, proteinas totales y creatinina. Posteriormente,
todos los participantes fueron informados sobre el estudio y todos firmaron un consentimiento
informado para la donacién de una muestra sanguinea destinada para este estudio. Se
excluyeron del estudio los sujetos con tratamiento médico y/o comorbilidades que pudieran
obscurecer la interpretacion de los resultados de &cido sialico y/o de sialiltransferasa. Asi se
conformaron dos grupos: un grupo problema con 28 muestras sanguineas donadas por
pacientes con prediabetes y un grupo control con 13 muestras sanguineas donadas por adultos
normoglicémicos, con la misma edad y sexo que los pacientes con prediabetes. Se estimaron
parametros antropomeétricos de rutina por métodos convencionales (peso, talla, indice de masa

corporal y circunferencia de cintura) a los 41 participantes.
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Obtencion de Muestra

En el ISSSTESON se tomé la primera muestra sanguinea venosa para realizar a valoracion
clinica inicial de los sujetos participantes, en ayuno de ocho a 12 horas. La segunda muestra de
sangre venosa fue obtenida en el laboratorio de Bioquimica Clinica del Departamento de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora, tras la firma del consentimiento
informado. Esta muestra sanguinea fue obtenida en ayuno de 10-12 h, por flebotomia de la
vena cubital mediana, utilizando tubos al vacio con anticoagulante (EDTA) y centrifugada por 15
min a 3,000 G, para separar el plasma del paquete celular. El plasma obtenido fue
inmediatamente congelado en alicuotas, a -80°C, hasta su utilizacion para la determinacion de
insulina (Calbiochem, No. Cat. IS130D, Austin, Dr Spring Valley, CA), proteina C-reactiva (The
Binding Site, UK), &cido sidlico y sialiltransferasa. La concentracion de insulina fue utilizada para
estimar el HOMA-IR de los pacientes con prediabetes y los sujetos control.

Cuantificacion de Acido Sialico Plasmatico

Se cuantific la concentracion de acido sialico plasmatico en ambos grupos de estudio mediante
el uso de un ensayo colorimétrico comercial basado en el método mejorado de Warren
(QuantiChrom™ Sialic Acid Assay Kit por BioAssay Systems, con nimero de catalogo DSLA-
100). Esta técnica esta basada en la hidrélisis del acido sialico ligado, tras la cual el &cido
sidlico libre es oxidado en presencia de acido sulfdrico y peryodato de sodio para producir acido
formilpiravico, que al reaccionar con &cido tiobarbitdrico, hidréxido de sodio y dimetilsufoxido
forma un producto de color rosa. La intensidad de color es determinada a 549 nm y es
directamente proporcional a la concentracion del 4cido sialico que haya estado presente en la
muestra. La curva de calibracién utilizada estuvo en el rango de cero a 1000 uM, usando una

solucion de acido sialico 10 mM como estandar.

Estimacion de la Actividad de la Enzima a-2,6 Sialiltransferasa

La estimaciéon cuantitativa, en ng/mL, de la enzima a-2,6 sialiltransferasa en el plasma de los
sujetos con prediabetes y los controles fue realizada mediante ensayos de tipo ELISA sdndwich
en fase sdlida, usando el a-2,6 sialyltransferase Assay Kit de IBL International, con nimero de
catadlogo JP27762. En esta técnica se utilizan dos anticuerpos monoespecificos para la a-2,6
sialiltransferasa (ambos producidos en conejo), el primero adsorbido a la placa de ELISA
(anticuerpo primario) y el segundo marcado con peroxidasa de rabano (HRP, por el nombre en
inglés horseradish peroxidase). La reaccion se revela en presencia del sustrato peréxido de

hidrégeno (H.0,) y el indicador cromoégeno tetrametilbendicina (TMB), que por accion de la HRP
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produce una coloracion proporcional a la concentracion de la a-2,6 sialiltransferasa (Figura 14).
Para la estimacion de la concentracion de las muestras problemas se utiliza como estandar a-

2,6 sialiltransferasa de rata.

Sustrato (H202) y

cromogeno (TMB %
g ( ) Anticuerpo marcado con HRP

(anticuerpo secundario)

Anticuerpo especifico para: LW W / l
a-2,6 sialiltransferasa s b I"’b P
(anticuerpo primario) 1 -2:0;"’; *~%

7 8
05 T

Figura 14. Modelo ELISA tipo sandwich para la estimacion de la actividad

de a-2,6 sialiltransferasa. (Fuente: MitoSciences)

La estimacién de la concentracion de la a-2,6 sialiltransferasa en las muestras problema,
se realizé aplicando 100 pL del estandar, del blanco y las muestras problema, en dilucién 1:2, a
los pozos con anticuerpo primario adsorbido seleccionados para cada caso. La interaccion entre
el anticuerpo primario y la enzima contenida en las soluciones diluidas, fue promovida
incubando la placa de ELISA por una hora, a temperatura ambiente. Las interacciones
inespecificas fueron eliminadas mediante siete etapas de lavado de los pozos, con una solucion
buffer de lavado. Posteriormente, se adicionaron 100 yL de anticuerpo marcado con HRP a
cada pozo; esta reaccion de incub6 por 30 minutos a 4°C con la placa cubierta, para finalmente
lavar la placa nueve veces con la misma solucién de lavado. Después se adicionaron 100 uL de
la soluciéon del cromdégeno tetrametilbencidina (TMB) a cada pozo incubando la placa durante 30
minutos, a temperatura ambiente, en la oscuridad. Finalmente se afadieron 100 pL de una
soluciéon de H,SO, para detener la reaccibn en cada pozo, reposando la placa por cinco
minutos. La placa fue leida a 450 nm y el valor final de las absorbancias generadas por los

estandares y las muestras fue determinado por la sustraccion de la absorbancia del blanco.
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Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los resultados experimentales se realizé utilizando el paquete
estadistico NCSS9. Se efectuaron pruebas de normalidad y homocedastidad para identificar las
variables no paramétricas y paramétricas. Se determinaron la media y la desviacion estandar o
mediana y rango intercuartil o bien media geométrica e intervalo de confianza dependiendo de
los datos generados por las pruebas anteriormente mencionadas. Para para determinar la
existencia de diferencias significativas en las variables paramétricas se empleé la prueba T de
student y para las no paramétricas se llevé a cabo la prueba U de Mann-Whitneyy. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando el valor de p fue <0.05.
También se llevo a cabo la prueba de correlacion de Spearman para determinar la existencia de
asociacion entre las variables de estudio: &cido sidlico total y a-2,6 sialiltransferasa. La
asociacion entre el acido sialico ligado a glicoproteinas y la concentracién de la enzima a-2,6
sialiltransferasa fue estimada también por la prueba de correlacién de Spearman.
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RESULTADOS

Las condiciones clinicas basales relevantes del grupo de participantes donadores de las
muestras sanguineas usadas en el presente estudio se muestran en la Tabla No 8. En la misma
Tabla se presentan las condiciones clinicas basales del grupo control, formado por adultos

normoglicémicos.

Tabla 8. Estado Prediabético: variables clinicas, bioquimicas y antropométricas de los
sujetos con prediabetes y sin prediabetes.

Variable Prediabéticos (n=28) Normoglicémicos Valor de p
(n=13)

Género masculino (%) 46.4 30.8 0.340
Edad (afios)* 46.9+11.3 43.1+12.3 0.332
Presion sanguinea (%)* 7.1 7.7 0.950
HbAlc (%)° 6 (0.6, 1) 5.5 (0.2, 0.8) <0.001
Glucosa en ayuno (mg/dL)" 98 (14, 49) 84 (6.5, 23) <0.001
2-h glucosa (mg/dL)* 140.5+30.1 97.5+27.1 <0.001
Insulina en ayuno (uIU/mL)" 4.7 (3.9, 12) 3.3(2.09,5.1) 0.056
HOMA-IR" 1.1(1.1, 3.6) 0.7 (0.4,1.1) 0.011
Acido sialico total (mg/dL)” 77.3(17.8, 35.5) 69.5 (4.7, 20.9) 0.013
Acido sidlico ligado (mg/dL)” 76.6 (17.6, 35.5) 69.6 (4.9, 20.6) 0.013
Acido sialico libre (mg/dL)" 0.5(0.008,0.5) 0.4 (0.2,0.5) 0.426
a-2,6 sialiltransferasa (ng/mL)° 1.7 (0.02, 0.06) 1.72 (0.0004, 0.02) 0.005
Colesterol (mg/dL)° 184.5+38.1 183.2+31.5 0.912
Triglicéridos (mg/dL)? 131.7 (112, 155) 107 (94, 121.9) 0.052
Colesterol HDL (mg/dL)° 47.3+95 48.9 £ 10.1 0.615
Colesterol LDL (mg/dL)° 106.8 + 34.7 112.3+28.5 0.625
Proteinas totales (g/dL)° 7+04 7+0.6 0.751
Globulinas (g/dL)* 3.1+05 3.1+0.7 0.913
Albumina/globulina (g/dL)° 1.3+03 1.2+05 0.399
Proteina C reactiva (mg/dL)? 2.1(15,3) 1.2 (0.7, 2) 0.126
Gamma-glutamil transferasa (IU/L)° 24.3+13.4 14.6 £8.2 0.016
Aspartato aminotransferasa (IU/dL)* 15.3 (13.7,17.1) 15.6 (12.1, 20.1) 0.548
Alanina aminotransferasa (IU/dL)" 18.5 (15.6, 22) 15.8 (11.6, 21.6) 0.65

Altura (cm)® 160.5 (12.2, 32.2) 157.2 (19.7, 180.5) 0.355
Peso (Kg)° 85.8+17.7 82.3+154 0.541
IMC (Kg/m2)° 316+5.2 31446 0.896
Circunferencia cintura umbilical (cm)° 107.4+12.6 104.6 £ 14.7 0.534

La prueba t se realizé para muestras independientes. Para los datos de distribucion no normales se utilizo la
prueba de U de Mann-Whitney.

*Media gedmetrica (95% ClI)

® Mediana (Rango intercuartil)

¢ Media + DS

*Presioén sanguinea alterada »130/90 mmHg
HbAlc (Hemoglobin Alc)

HOMA-IR (Insulin resistance index)

HDL (Lipoproteina de alta densidad)

LDL (Lipoproteina de baja densidad)

IMC (indice de masa corporal)
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En dicha Tabla, puede observarse que el género femenino predominé en ambos grupos
(p=0.340), ya que el 53.57% de los sujetos prediabéticos y el 69.23% de los controles fueron
mujeres. La edad media de los pacientes prediabéticos fue de 46.89 + 11.25, en un rango de 25
a 66 afios, mientras que la de los sujetos normoglicémicos fue de 43.03 + 12.34, con un rango
de 30 a 68 afos, sin diferencias significativas entre los grupos (p=0.332). Tampoco hubo
diferencias significativas en la presion sanguinea, indice de masa corporal (IMC) ni en la

circunferencia de cintura (Tabla 8).

Tal como se esperaba por el disefio del estudio, los valores de los marcadores de control
glicémico (Tabla 9) fueron significativamente mayores (p=<0.001) en los sujetos prediabéticos
en comparacion con los sujetos controles normoglicémicos: Glicemia en ayuno 98 (14, 49) vs 84
(6.5, 23) mg/dL; glicemia posprandial estandarizada de 140.5 + 30.10 vs 97.53 + 27.15 mg/dL; y
hemoglobina glicada 6 (0.6, 1) vs 5.45 (0.2, 0.8) %. Al mismo tiempo, el indicador de resistencia
a la insulina HOMA-IR fue significativamente mayor (p=0.011) en el grupo de pacientes con
prediabéticos con respecto a los controles: 1.08 (1.11, 3.57) vs 0.773 (0.39, 1.05).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en la concentracion de lipidos
en sangre entre pacientes y controles (Tabla 8). Ademas, la concentraciébn de lipidos se

encontré en los valores normales en ambos grupos.

En los marcadores de la funcién hepética (Tabla 8), s6lo se mostraron diferencias
significativas en la enzima gamma-glutamiltransferasa, porque en el grupo de prediabéticos
fueron significativamente mayores los niveles de la enzima en comparacion con la de los
sujetos controles (24.25 £13.35 y 14.16 + 8.23 IU/L; p=0.016). No hubo diferencias en los
niveles de proteinas totales y tampoco se presentaron diferencias en la relacion
albumina/globulinas entre los grupos. La concentracion de la proteina C-reactiva fue mayor en
las personas prediabéticas con respecto a los sujetos control: 2.08 (1.45, 2.98) y 1.20 (0.73,

1.98) mg/dL, respectivamente.

En el caso de la concentracion de acido sialico (Tabla 8), la concentracion del acido
sidlico total (suma del acido sidlico ligado y libre) fue significativamente superior (p=0.013) en
los pacientes prediabéticos en comparacién con los controles: 77.25 (17.76, 35.54) vs 69.52
(4.74, 20.85) mg/dL. El aumento significativo de acido sialico en los pacientes con prediabetes,
se observé también el caso del &cido sidlico ligado con 76.63 (17.61, 35.46) mg/dL, en
comparacion con 69.25 (4.88, 20.85) mg/dL en los controles (p=0.013). Sin embargo, no se

observaron diferencias en la concentracion de acido sialico libre entre ambos grupos (Tabla 8).
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Por ultimo, la concentracion de la enzima a-2,6 sialiltransferasa fue significativamente
mayor en el grupo de prediabéticos en comparacion con los controles: 1.73 (0.01, 0.05) y 1.72
(0.00, 0.01) ng/mL, respectivamente (p=0.011).

El andlisis de Spearman entre las variables concentracibn de la enzima a-2,6
sialiltransferasa y concentracion de las diferentes fracciones de &cido sidlico, mostré la
correlacion entre la concentracion de la enzima a-2,6 sialiltransferasa y la concentracion de
acido sialico total (r =0.3731; p=0.016), como se muestra en la Figura 15. Esta correlacion esta
dada a expensas de la relacion entre la concentracion de a-2,6 sialiltransferasa y la de &cido
sidlico ligado (r=0.014; p=0.380), representada en la Figura 16, ya que no se observé
correlacion entre los niveles de la enzima a-2,6 sialiltransferasa y los niveles de &cido sialico
libre (r=0.0798; p=0.6198) (grafico no mostrado).
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Figura 15. Correlacion entre la concentracion de acido sidlico total y la concentraciéon de a-2,6

sialiltransferasa de adultos prediabéticos y normoglicémicos (controles).
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Figura 16. Correlacion entre la concentracidén de acido sialico ligado y la concentracion de a-2,6

sialiltransferasa de adultos prediabéticos y normoglicémicos (controles).
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DISCUSION

En el presente estudio, el 28.57% de los adultos que fueron incluidos en el grupo de pacientes
con prediabetes presentd intolerancia a la glucosa y hemoglobina glicada =6.4%, el 25%
presentd intolerancia a la glucosa, alteracion de la glicemia en ayuno y hemoglobina glicada
26.4%, y el 21.42% presento glicemia en ayuno alterada y hemoglobina glicada 26.4%. Pero
también hubo pacientes que solamente presentaron una de las tres alteraciones de la
homeostasia de la glucosa posibles para el diagndstico de prediabetes: 17% con hemoglobina
glicada 26.4% y el 7.14% con intolerancia a la glucosa. Tal como en otras investigaciones
(Unwin y col., 2002), en este estudio fue considerablemente mas frecuente la intolerancia a la
glucosa que la alteracion de la glucosa en ayuno en la poblacion de pacientes con prediabetes.
Por lo tanto, es probable que ambas pruebas tengan una utilidad similar para identificar
diferentes segmentos de la poblacién con alteraciones de regulacion de la glucosa (Unwin y
col., 2002), pero para comprobarlo seria necesario realizar estudios en muestras
representativas de la poblacion sonorense. Ademas, aun se desconoce la razén por la que los
sujetos prediabéticos presentan alteracion aislada de la glicemia en ayuno, intolerancia a la
glucosa aislada, 0 ambas, por lo que son necesarias mas investigaciones en este campo para

conocer a fondo la fisiopatologia de la prediabetes.

También se observé que la concentracion de insulina en ayuno y el HOMA-IR fueron
significativamente superiores en el grupo de pacientes con prediabetes, con respecto al grupo
de adultos normoglicémicos (grupo control). Esta diferencia entre los pacientes y el grupo
control, sugiere la existencia de alteraciones en la sensibilidad de la insulina en los sujetos
prediabéticos que concuerdan con las alteraciones de la glicemia detectadas en el estado
prediabético (Kumar y col., 2008). La resistencia a la insulina a nivel hepatico parece ser
suficiente para producir glicemia en ayuno alterada e intolerancia a la glucosa (Gonzéalez, 2011)
asi como dislipidemia (Biddinger y col., 2008). Segun la literatura, en México la elevada
prevalencia de obesidad y dislipidemias representa un riesgo importante para los sistemas de
salud. Ademas resulta particularmente importante la asociacion de la dislipidemia con diabetes,

hipertension, obesidad y otros factores de riesgo cardiovascular (Escobedo y col., 2014).

Sin embargo, por el disefio de este estudio no se observaron diferencias significativas
en la concentracion de colesterol total, colesterol de alta y baja densidad, ni en los niveles de
triglicéridos entre los pacientes con prediabetes y los sujetos control. Cabe mencionar que en

ambos grupos, las medidas de tendencia central (media y mediana) de los lipidos plasméticos
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se encontraron dentro de los valores recomendados por la ADA (Asociacibn Americana de
Diabetes, 2009). No obstante, el analisis mas detallado de los valores individuales mostré que el
10.71% de los pacientes con prediabetes presento niveles normales del perfil lipidico, en
cambio un 17.85% presentd niveles altos de LDL, 3.57% hiperlipidemia mixta, 35.71%
hipercolesterolemia, 14.28% hipertrigliceridemia, 3.57% hipoalfalipoproteinemia y niveles
elevados de LDL y 14.28% hipoalfalipoproteinemia aislada. Por lo tanto, las alteraciones més
frecuentemente observadas en el grupo de pacientes con prediabetes estudiado, estuvieron
relacionadas con los niveles de LDL y colesterol total en plasma. Estos resultados no coinciden
con los de otros estudios realizados en la poblacion mexicana, que han llegado a la conclusion
de que la hipertrigliceridemia es la principal dislipidemia (Aguilar y col., 2002; Munguia y col.,
2008; Peralta y col., 2005). Es probable que el bajo nimero de incluidos en nuestro estudio

haya afectado dichos resultados.

El estado prediabético es considerado un estado proinflamatorio por las alteraciones
metabdlicas implicadas en su fisiopatologia (Festa y col., 2003), mientras que el &cido sialico se
encuentra elevado en diversas enfermedades que cursan con inflamacién (Sillanaukee y col.,
1999) dentro de las cuales se cita la diabetes con y sin complicaciones (Abdella y col., 2000;
Gavellay col., 2003; Kanbak y col., 2011; Nayak y col., 2007; Pickup y col., 1995; Powrie y col.,
1996; Sillanauke y col.,1999) y en menor medida a la prediabetes (Gavella y col., 2003; Rajappa
y col.,, 2013). En este trabajo, se observaron niveles de &cido sialico total y ligado
significativamente mas altos en los pacientes con prediabetes, con respecto al grupo de
pacientes normoglicémicos. Aun en el caso de los valores de &cido sidlico libre, que no
presentaron una elevacion significativa en el grupo de pacientes prediabéticos, la tendencia es
hacia el incremento de los niveles de este marcador de inflamacion. Hasta el momento, no se
ha podido demostrar la dependencia causal del incremento de acido sialico con respecto a la
hiperglucemia. Sin embargo, estudios previos han especulado que la resistencia a la insulina
podria aumentar los niveles de acido sialico, ya sea mediante la induccion de la respuesta de
fase aguda o por la sialilacion anormal de glicoproteinas (Crook y col., 1998; Flynn y col., 1991,
McMillan y col., 1989).

Se sabe que el riesgo de padecer diabetes se incrementa a partir de los 40 afios de
edad y que el sexo femenino presenta una mayor probabilidad de padecer diabetes (Federacién
Internacional de Diabetes, 2014). Ademas, de acuerdo con estudios previos, la concentracion
de &cido sialico en mujeres es significativamente mayor que en los hombres y el envejecimiento

parece incrementar la concentracion de acido sialico (Crook y col., 1998; Merat y col., 2003).
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Considerando ambos elementos, este estudio fue disefiado para determinar la concentracion
plasmatica de acido sidlico entre dos grupos de pacientes, con prediabetes y normoglicémico,
pareados por edad y sexo, para eliminar la potencial influencia de estas variables sobre la
relacion entre el estado prediabético y la concentracion del acido sidlico sérico. Del mismo
modo y de acuerdo con lo esperado por el disefio del estudio (grupos pareados por IMC, edad y
sexo), no se observo relacién entre el acido sialico y los indices antropométricos, lipidos

sanguineos ni presion arterial.

El aumento de la concentracion de la proteina C-reactiva que exhibieron los sujetos
prediabéticos en comparacion con los sujetos controles de este estudio, concuerda con los de
diversos autores (De Luca y col., 2008; Hak y col., 2001; Garg y col., 2003). Estos resultados
evidencian la inflamacién en los sujetos prediabéticos en nuestro estudio, ya que es una de las
principales proteinas de fase aguda liberada por el higado, que aumenta muy rapidamente en
respuesta a estimulos inflamatorios (Du Clos, 2000). Aungque los niveles de las proteinas
totales, globulinas y la relacion albumina/globulina se encontraron en los valores normales y no
hubo diferencias significativas entre los grupos de estudio, el incremento en los niveles de
proteina C-reactiva en los pacientes con prediabetes fue concomitante al del acido sialico

plasmaético, lo cual confirma el estado inflamatorio subclinico en estos pacientes.

En el caso de los marcadores enzimaticos de funcién hepatica, en este estudio se
observé que sélo la gamma glutamil transferasa (GGT) se elevd significativamente en los
sujetos prediabéticos, y aunque los niveles de la enzima no sobrepasaron los valores normales,
los resultados concuerdan con otros publicados previamente (Nakanishi y col., 2004; Nguyen y
col., 2011). Se sabe que la GGT tiene fuerte asociacién con la obesidad, ya que se eleva en
presencia de higado graso. Ademas, la GGT tiene una relacién estrecha con la resistencia a la
insulina e hiperinsulinemia (Nakanishi y col.,, 2004). No se observaron diferencias en la
concentracion de la aspartato aminotransferasa ni de la alanina aminotransferasa, lo que
sugiere la mayor sensibilidad de la GGT como marcador de disfuncién hepética en la

prediabetes. Se requeririan, sin embargo, otros estudios para probar esta hipotesis.

A pesar de que no fueron excedidos los valores normales, es posible que la GGT
represente la alteracion de la regulaciéon de la glucosa en el estado prediabético (Nguyen y col.,
2011). La elevacion de la GGT también podria reflejar inflamacién, que por si sola deteriora la
sefalizacion de la insulina tanto en el higado como sisteméaticamente (Nakanishi y col., 2004).
También, la enzima GGT podria ser un marcador de estrés oxidativo, ya que bajo condiciones

de estrés metabdlico (como en la hiperglicemia; Kim y col., 2011), la enzima GGT ayuda a
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regular el estado redox (Gonzalez y col., 2010). Por lo anterior, en diversos estudios se sugiere
que la GGT podria ser un predictor importante del sindrome metabdlico y diabetes tipo 2
(Nakanishi y col., 2004).

Los niveles elevados de acido sidlico se han relacionado con el incremento en la
concentracion de proteinas de fase aguda tales como al-antitripsina, haptoglobina y fibrinbgeno
ya que estas glicoproteinas (globulinas) se encuentran sialiladas (Sillanaukee y col., 1999). A su
vez, la respuesta de fase aguda parece estar relacionada con la resistencia a la insulina (Flynn
y col.,, 1991). No obstante lo anterior, en el presente estudio no se observaron diferencias
significativas en la concentracion de globulinas plasmaticas entre los pacientes con prediabetes
y los sujetos normoglicémicos, lo cual sugiere que podria haber un aumento en el contenido de
acido sialico ligado a estas proteinas en lugar del aumento en la sintesis de globulinas. De ser
asi, el aumento en la sialilacion de globulinas puede ser debido al incremento en los niveles de
la enzima a-2,6 sialiltransferasa. En esta investigacion se encontrd una elevacion significativa
(p=0.005) en la concentracibn plasmética de a-2,6 sialiltransferasa en los pacientes
prediabéticos, en comparacion con los normoglicémicos (controles). También se encontré que
existe una correlacién positiva entre la concentracién de acido sialico total, 4cido sialico ligado y

la concentracién de a-2,6 sialiltransferasa en los sujetos de estudio.

Pocas investigaciones han reportado que existe un incremento en los niveles de la
enzima sialiltransferasa, pero en ratas diabéticas hay evidencias experimentales de este
fendmeno (Serrano y col., 1985). Se ha reportado el incremento en la activad de la enzima a-
2,6 sialiltransferasa en estados inflamatorios en ratas (Yasukawa y col., 2005). Es probable que
este fendmeno esté relacionado con el hecho de que la enzima a-2,6 sialiltransferasa es la
Unica sialiltransferasa cuya expresion es regulada en el higado durante la inflamacion
(Yasukawa y col.,2005). Por lo tanto gracias a los resultados de este estudio y a las referencias
que los sustentan, se sugiere gue el incremento de la concentracion de a-2,6 sialiltransferasa
esta relacionado con el aumento de los niveles de &cido sialico total y ligado en el estado
prediabético. Se requieren mas estudios para evaluar el significado e implicaciones patolégicas

de este incremento.
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CONCLUSIONES

1. En la prediabetes, las alteraciones metabdlicas subclinicas conducen a un estado de
estrés inflamatorio. En este estudio la inflamacion subclinica fue evidenciada mediante la
elevacion de la concentracibn de la proteina C-reactiva, la enzima gamma-

glutamiltransferasa y el acido sidlico total y ligado.

2. El aumento en la concentracién de &cido sialico total y ligado correlacioné con el
incremento en la concentracion de la enzima a-2,6 sialiltransferasa en los pacientes con
prediabetes incluidos en este estudio, o que podria sugerir que la tasa de sialilacién de
las globulinas esta incrementada a expensas del aumento de a-2,6 sialiltransferasa en
los pacientes con prediabetes.

3. Se requieren mas investigaciones para confirmar esta informacién y extrapolarla a

poblaciones amplias de pacientes con prediabetes.
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RECOMENDACIONES

La prediabetes es un estado subclinico que constituye un factor de riesgo para la diabetes tipo
2, una entidad nosolégica con un alto indice de morbilildad y motalidad en nuestro pais y a nivel
mundial. Por lo tanto, los estudios que ayuden a conocer mas sobre la fisiopatologia de la
prediabetes y la prevencion de la diabetes tipo 2 constituyen una necesidad vigente de la
investigacion biomédica y clinica. Es por esto que se requieren mas investigaciones para
profundizar y respaldar los resultados de este estudio, para lo cual es necesario realizar
estudios de este tipo en una amplia poblacion de pacientes con prediabetes para extrapolar y

confirmar los datos obtenidos en esta investigacion.
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