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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar la glicosilacion terminal de la IgM sérica de pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 para identificar los potenciales cambios con relacion a la glicosilacion terminal de

la IgM de personas euglicémicas aparentemente sanas

Objetivos Especificos

1. Seleccionar, por conveniencia, un grupo de muestras séricas de pacientes con
diabetes mellitus tipo 2, del banco de sueros del Laboratorio de Bioquimica
Clinica del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud.

2. Integrar un grupo control de nimero semipareado, de sujetos euglicémicos
aparentemente sanos.

3. Definir un esquema cromatogréafico para aislar a la IgM sérica.

4. Purificar y determinar el grado de pureza de la IgM sérica de pacientes y
controles, con el fin de tener a la proteina pura para realizar el analisis de
glicosilacion terminal.

5. Determinar la afinidad de la IgM de los pacientes y controles hacia un grupo
de lectinas vegetales con el fin de estimar la glicosilacion terminal de la
inmunoglobulina.

6. Comparar estadisticamente la afinidad de la IgM sérica de pacientes y
controles por las lectinas vegetales para estimar las diferencias en la

glicosilacién terminal.
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RESUMEN

La diabetes mellitus, es un sindrome plurimetabdlico caracterizado por
hiperglucemia crénica. Hoy en dia, la diabetes mellitus se ha convertido en el mayor
problema de salud publica a nivel mundial, debido a las altas tasas de mortalidad,
morbilidad y los costos que genera su tratamiento.

Se desconocen los mecanismos responsables de la alta susceptibilidad a las
infecciones de los pacientes con DM2, pero se cree que podria ser el resultado del
deterioro del sistema inmune. La inmunoglobulina M, responsable de la respuesta
humoral primaria ante un proceso infeccioso, es una proteina glicosilada cuya funcion
Optima depende de su integridad estructural. Se ha demostrado que la alteracion en los
oligosacaridos de la inmunoglobulina podria afectar sus funciones efectoras, pero se
desconoce si existen modificaciones en la estructura oligosacarida de la IgM de los
pacientes con DM2. Por esta razon, el presente trabajo se enfoco en buscar diferencias
en la glicosilacion terminal de la IgM en pacientes con DM2 con respecto a la IgM de

sujetos euglicémicos pareados por sexo y edad.

Se realiz6 un muestreo no probabilistico, por conveniencia, para conformar un
grupo de nueve pacientes con DM2 y un grupo control de siete sujetos euglicémicos
aparentemente sanos. El aislamiento de la IgM sérica del grupo de pacientes con DM2 y
sujetos control, se realizd mediante cuatro etapas cromatograficas en tdndem. En la
primera etapa, utilizando cromatografia de hidrofobicidad Sefarosa-6B altamente
acetilada, se aislaron las inmunoglobulinas totales del resto de las proteinas séricas. En
la segunda etapa, usando agarosa-anti IgA humana, se removié la IgA total del resto de
las inmunoglobulinas. En la tercera etapa, la fraccion de lavado de agarosa-anti-lIgA
humana se cargo a una columna de Sefarosa CL-6B-proteina A, para remover la 1gG. En
la etapa final, se empled agarosa-anti IgM humana, para aislar a la IgM de las proteinas
séricas remanentes. El alto grado de pureza de la IgM, se comprob6 por electroforesis en

condiciones desnaturalizantes y reductoras e inmunodeteccion.

iX



La IgM del grupo de pacientes y controles, fue analizada utilizando ocho lectinas
vegetales con afinidad especifica hacia uno o un grupo de carbohidratos determinados.
Las lectinas utilizadas fueron: Sambucus nigra agglutinin (SNA), Maackia amurensis
agglutinin (MAA), Canavalia ensiformis (Con A), Arachis hypogaea agglutinin (PNA),
Ricinus communis agglutinin | (RCAI), Lens culinaris agglutinin, Erythrina cristagalli
agglutinin  (ECA) 'y Triticum vulgaris agglutinin  (WGA), que mediante
inmunolectinoensayos permitieron estimar las diferencias de glicosilacion terminal entre

la IgM del grupo de pacientes y la del grupo de controles.

El andlisis individual con la lectina Con A, que reconoce residuos de a-manosa
(oligomanosas), no mostré diferencias significativas entre el grupo de pacientes y
controles. Esto sugiere que, los oligosacaridos de los sitios de glicosilacion Asn-402 y
Asn-563 de la IgM del grupo de pacientes (sitios que contienen oligosacaridos con alto
contenido en manosa), no presentan cambios con respecto al grupo de los controles. La
lectina LCA, que presenta afinidad por B-GlcNAc o a-manosas de oligosacaridos cortos
que presentan un residuo de a-fucosa unido al centro quitobiosa, no mostré diferencias
significativas. Esta informacion sugiere, que los cambios en los perfiles de glicosilacién
observados en la IgM del grupo de pacientes con DM2 con relacion a la IgM del grupo
de sujetos euglicémicos, aparentemente sanos, se presentan a expensas de los
carbohidratos terminales, y no de estructuras internas fucosiladas, como el centro

quitobiosa.

Los resultados obtenidos con las lectinas SNA, MAA, RCAI, ECA y WGA, asi
como sus relaciones (SNA/MAA, ECA/SNA, RCAI/SNA, RCAI/ECA, WGA/RCAI,
WGA/ECA y WGA/SNA), sugieren que los N-oligosacaridos de la IgM sérica estan
hiposialilados e hipogalactosilados en el grupo de pacientes con DM2, en comparacion
con el grupo de sujetos controles. La disminucion de galactosa (incluyendo acido

sialico) deja expuesto el carbohidrato siguiente de la cadena oligosacérida (GIcCNAC).



INTRODUCCION

Hoy en dia, la diabetes mellitus se ha convertido en el mayor problema de salud
publica a nivel mundial, debido a las altas tasas de mortalidad, morbilidad y costos que
genera su tratamiento (Alvarez-Félix y col., 2006; Bosch, 2002). La diabetes mellitus, se
define como un sindrome plurimetabdlico crénico en el que la hiperglicemia crénica
(Walter y col., 2001) es el principal factor de riesgo asociado al desarrollo de

complicaciones micro y macro-vasculares.

Otra de las complicaciones que se presenta en los pacientes con diabetes mellitus
tipo 2, es el desarrollo de infecciones recurrentes (Abrass, 1991; Bessman y Sapico,
1992; Papanas y col., 2010) de dificil control, especialmente cuando tienen un pobre
control glicémico (Geerlings y Hoepelman, 1999). Algunas de las enfermedades
infecciosas mas comunes a las que se enfrentan los diabéticos, incluyen a la micosis,
tuberculosis pulmonar, bacteriemias, infecciones en el tracto urinario, hueso, piel y
extremidades inferiores (Papanas y col., 2010). La frecuencia de infecciones, se ha
asociado con alteraciones en el sistema inmunolégico, como las inmunoglobulinas que
juegan un papel muy importante en la defensa del organismo contra agentes infecciosos
(Hammes y col., 1990; Huseynova y col.,, 2010; Kennedy y col.,, 1994). La
inmunoglobulina M, es la primera en producirse como respuesta humoral primaria ante
un proceso infeccioso (Arnold y col., 2007). Esta es una glicoproteina altamente
glicosilada en la cadena pesada W, con cinco sitios conservados de N-glicosilacion en
cada subunidad (Arnold y col., 2005). Los sitios Asn-171, Asn-332, y Asn-395, se
encuentran ocupados con estructuras oligosacaridas complejas, que representan el 76.6%
del total de estructuras oligosacéaridas en la molécula; de ellas, el 70.9% son estructuras
mono-sialiladas, el 9.7% son di-sialiladas y el resto son estructuras con terminacién en
galactosa. Los sitios Asn-402 y Asn-563, contienen estructuras con GIcNAc,Mans-g, las

cuales constituyen el 23.4% del total de oligosacaridos de la IgM (Arnold y col., 2005).



Los oligosacéridos de los sitios de glicosilacion antes mencionados, son
fundamentales para la IgM, ya que cualquier variacion en su estructura, influye
potencialmente en la funcién efectora de la molécula (Jiménez y col., 2002). Se ha
reportado que los cambios en la estructura oligosacarida de las inmunoglobulinas,
afectan la capacidad de union al antigeno, su conformacion, solubilidad, taza de
aclaramiento y capacidad para activar la via clasica del complemento (Arnold y col.,
2006; Arnold y col., 2007). En pacientes con DM2, se han observado cambios en la
glicosilacién de proteinas de fase aguda, asociados con el estado inflamatorio crénico
por el que cursan estos pacientes (Chavan y col., 2005; Havenaar y col., 1998; Higai y
col., 2003) ademas de alteraciones en los perfiles de glicosilacion en otras proteinas
séricas (Havenaar y col., 1998; VVazquez-Moreno y col., 2001; Higai y col., 2003; Itoh y
col., 2007). En ratones de experimentacion con inflamacion inducida, también se han
observado cambios en los perfiles de glicosilacion de proteinas séricas que afectan

principalmente el contenido relativo de &cido sialico terminal.

Los cambios en la glicosilacion terminal de proteinas séricas como la
inmunoglobulina Al (Vazquez-Moreno y col., 2001) y las proteinas de fase aguda
(Chavan y col., 2005; Havenaar y col., 1998; Higai y col., 2003) han sido relacionados
con alteraciones metabdlicas propias de la diabetes como la hiperglicemia crénica
(Yarema y Bertozzi, 2001) y parecen ser el resultado de la alteracion secundaria de las
enzimas involucradas en los procesos de glicosilacion (Havennar y col., 1998). A su vez,
la alteracion en la glicosilacion de las proteinas séricas podria explicar parcialmente
fenomenos como la elevacion de &cido sidlico sérico (Gavella y col., 1990) o la
participacion de inmunoglobulinas como la IgA1 en complicaciones como la nefropatia

diabética (Vazquez-Moreno y col., 2001).

Sin embargo, aun es necesaria la caracterizacion de otras inmunoglobulinas para
poder explicar fendmenos como la elevada susceptibilidad a las infecciones y su escaso

control en los pacientes diabéticos. Por esta razon, el presente trabajo se enfoco en la



caracterizacion de los potenciales cambios en la glicosilacion terminal de la IgM de un
grupo de pacientes con DM2.

Con esta investigacion, ademas de obtener informacion bésica sobre la estructura
de la IgM sérica en los pacientes con DM2, se pretende sentar las bases para continuar
con futuras investigaciones que permitan esclarecer las causas de la elevada
susceptibilidad y frecuencia con la que los pacientes con diabetes mellitus desarrollan

infecciones més frecuentemente que las personas euglicémicas.



ANTECEDENTES

Glicosilacion Proteica, Biosintesis de Oligosacaridos y Funcién de la Glicosilacion
en las Proteinas

La adicion de oligosacaridos a las proteinas, trae consigo la formacion de
glicoproteinas; este es un proceso conocido como glicosilacion proteica y es mediado
por enzimas (Voet y col., 2006). Los oligosacéridos le confieren estabilidad a las
glicoproteinas, incrementan su solubilidad, afectan su tasa de aclaramiento, participan
modificando la carga neta de la proteina, su resistencia a la proteolisis, y su afinidad en
los procesos de bioreconocimiento celular, tales como la, adhesion, sefializacion,
blogueo e internalizacion (Leibiger y col., 1998; Sitia y col., 1984; Yarema y Bertozzi,
2001).

Los oligosacaridos se unen covalentemente a las proteinas, por enlaces de tipo N-
y de tipo O-. La formacion de los enlaces de tipo N- se origina por la unién covalente
entre la N-acetil-D-glucosamina perteneciente al oligosacarido y el grupo amida de la
cadena lateral del aminoacido asparagina de la proteina (Figural). La formacion de las
O- glicoproteinas es un proceso en el que el monosacéarido involucrado en la unién con
el esqueleto proteico es la N-acetil-D-galactosamina que se une covalentemente a los
grupos OH- laterales de los aminoéacidos serina o treonina (Figura 2), (Murray y col.,
2002; Schacter, 2000; Voet y col., 2006).



Enlace tipo N-

HOCH, ‘IT C=

O NH—C—CHy;—C—H

HO O N—H

HN— C —CH,
O
N-acetil-D-glucosamina Asparagina

Figura 1. Representacion del enlace N-glucosidico.

La union ocurre entre la N-acetilglucosamina y el grupo amino de la cadena lateral del

aminoéacido asparagina o glutamina de la proteina.

Fuente: Modificado de Roskoski, 2002.



Enlace tipo O-

CHoOH
HO O 1
H t—0

H

H O—CHy—C—H

H NHCCH, NH

|
O

N-acetil-D-galactosamina Serina o Treonina

Figura 2. Representacion del enlace O-glucosidico.

Este tipo de enlace se da entre la N- acetilgalactosamina y el grupo hidroxilo de las

cadenas laterales de los amino&cidos serina o treonina de la proteina.

Fuente: Modificado de Roskoski, 2002.



Todas las N-glicoproteinas comparten una estructura nuclear comdn constituida
por el pentasacarido Manal-6(Manol-3)Manp1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB-Asp (Figura 3),
al que se le adicionan una cantidad variable de monosacaradidos para extender el
pentasacarido original, generando asi una amplia y compleja diversidad de estructuras
oligosacaridas, las cuales actualmente estan clasificadas en tres grupos: 1) High-man o
con alto contenido de manosa; se caracterizan porque sélo contienen residuos de D-
manosa unidos al nacleo comdn (Figura 3). 2) las tipo complejo; son estructuras que
poseen brazos o antenas unidas al nucleo, estas antenas son elongadas con diversos
monosacaridos como D-galactosa, D-manosa, N-acetil-D-glucosamina, L-fucosa y &cido
sidlico, entre otros. EI numero de antenas que poseen va desde dos (biantenario) a cuatro
(tetraantenario) y en algunas ocasiones cinco antenas (Figura 3). 3) las estructuras de
tipo hibrido, tienen en un brazo s6lo residuos de manosa y en el otro diversos
monosacaridos; son una fusion entre la estructura high-man y la compleja (Leibiger y
col., 1998; Murray y col., 2002; Schacter, 2000). Por la diversidad de monosacaridos
qgue constituyen los oligosacaridos y por la susceptibilidad de los eventos de
glicosilaciéon terminal a los que estan sometidos, es de esperar un alto grado de

microheterogeneidad estructural especialmente en condiciones patoldgicas.
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Figura 3. Representacion de las estructuras oligosacaridas encontradas en N-

oligosacaridos.

El pentasacarido nuclear, forma parte de la estructura oligosacarida de todas las

proteinas con N-oligosacaridos. El centro quitobiosa esta constituido por dos residuos de
GIuNACc y tres residuos de manosa.

Fuente: Modificado de Koolman, 2005.



Biosintesis de N-glicanos Para la Formacién de Glicoproteinas Séricas

Las vias metabolicas responsables de la formacion de oligosacaridos estan
divididas en dos etapas: la via temprana y la via tardia (Yarema y Bertozzi, 2001). La
via temprana se encarga de la conversion de los azlcares exdgenos “provenientes de la
dieta” o endogenos “adquiridos por el reciclaje de proteinas”, a nucle6tidos de azlcar
por medio de una gran variedad de enzimas que se encuentran en el citoplasma. En la via
tardia los nucleétidos de azucar (azUcares activados) obtenidos de la primera via, se
adicionan a la estructura del oligosacarido de la proteina en fase de sintesis (en el
reticulo endoplasmico) o de maduracion (en el aparato de Golgi) (Murray y col., 2002;

Yarema y Bertozzi, 2001).

Todos los N-oligosacaridos son inicialmente ensamblados en el reticulo
endoplasmico y transferidos a un acarreador lipidico llamado dodicol-fosfato, para
formar un donador de azlcar; GlcsMangGIcNAc,-PP-dodicol, este gran oligosacarido es
transferido del dodicol-fosfato a un residuo de asparagina en el polipéptido. Es un
proceso cotraduccional, en donde a medida que se sintetiza la proteina en los ribosomas
del reticulo endoplasmico, se adicionan los carbohidratos (Figura 4), (Chantret y Moore,
2008; Elbein, 1991 ; Murray y col., 2002). El sitio al que se adicionan los carbohidratos
debe contener una secuencia aminoacidica Asn-X-Ser-Thr, conocida como triplete o
“sequon” en donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina (Helenius, 1994;
Murray vy col., 2002; Sethuraman y Stadheim, 2006). La adicion del oligosacarido a la
proteina detona la activacion de glucosidasas, que se encuentran en la membrana del
reticulo endoplasmico y se encargan de remover tres unidades de glucosa (Figura 5). En
el caso de la formacion de una estructura con alto contenido en manosa, el proceso
puede terminar aqui, o bien, seguir en el aparato de Golgi hasta la remocion de cuatro
residuos de manosa a1-2 y la adicion de una GIcNAc al extremo Manal-3 por medio
de la GIcNAc transferasa (Elbein, 1991; Murray y col., 2002), la accion de esta enzima
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Figura 4. Transferencia del oligosacarido iniciador desde el dodicol hasta el polipéptido

en crecimiento.

Fuente: http://sindromecdg.blogspot.com/2009 02 01_archive.html
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Fuente: Modificado de Koolman, 2005.
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permite la remocion de las Manal-3 y Manal-6 del brazo biantenario, dejando la
estructura central con cinco unidades, el pentasacarido nuclear comin y la GIcNAc en el

extremo Mana1-3.

Para la formacién del oligosacarido complejo se requiere la adicion de otra
GIcNAC en el extremo Manal-6 por medio de la GIcNAc transferasa Il. Una serie de
reacciones secuenciales catalizadas por fucosil, galactosil, y sialil transferasas, que
permiten la adicién de fucosa, galactosa, NeuAc, respectivamente a la estructura del
oligosacarido (Elbein, 1991 ; Murray y col., 2002). La complejidad de las estructuras
oligosacaridas dependera del tipo de proteina que se vaya a sintetizar y el conjunto de
glicosiltransferasas en la célula (Voet y col., 2006).

Estructura, Funcion y Glicosilacion Normal de la IgM Sérica Humana

La IgM es el primer anticuerpo que se produce durante el desarrollo y durante la
respuesta inmune primaria (Wormald y col., 1991). Se puede encontrar en el torrente
sanguineo como proteina secretada o formando parte de la superficie de las células B en
forma de receptor antigénico (Arnold y col., 2005). En circulacion se encuentra como
pentamero y hexamero; su concentracion en plasma es de 2.5 mg/ml y se eleva de 5-10

dias después de una infeccién (Arnold y col., 2006).

La IgM al igual que la mayoria de las proteinas séricas, se encuentra glicosilada,
con oligosacaridos de diversa complejidad unidos covalentemente por enlaces N-
glucosidicos. La IgM pentamérica, esta constituida por 5 subunidades de 190 kDa, cada
subunidad posee dos cadenas polipeptidicas pesadas p de 50-77 kDa y dos cadenas
ligeras de 25 kDa, unidas por puentes disulfuro (Arnold y col., 2006; Wormald vy col.,
1991). La IgM posee una cadena J de 20 kDa, que esta ausente en la forma hexamérica y

presenta un sitio de glicosilacion en la Asn-48 (Arnold y col., 2005).
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La cadena pesada p de la IgM, contiene cinco sitios conservados de N-
glicosilacion (Figura 5) (Arnold y col., 2005; Leibiger y col., 1998). Los sitios Asn-171,
Asn-332, y Asn-395, contienen estructuras complejas que corresponden al 76.6% del
total de estructuras oligosacaridas en la molécula, de las cuales el 70.9% son estructuras
mono-sialiladas (Figura 6), el 9.7% son di-sialiladas (Figura 7) y el resto esta constituido
por estructuras con terminacion en galactosa, asialiladas (Figura 8). Del total de
estructuras encontradas, el 52.5% son estructuras bisectadas y el 84.5% contienen fucosa
unida al centro quitobiosa. Los oligosacaridos en estos sitios de glicosilacion son
fundamentales para la IgM, por lo que cualquier variacion en su estructura influye
potencialmente en la funcién efectora de la IgM (Arnold y col., 2006). Los sitios Asn-
402 y Asn-563 contienen isoformas GIcNAc;Mans-9 con dos estructuras predominantes
de oligomanosas, GIcNAc,Mang y GICNAc,;Mang, constituyendo el 23.4% del total de

oligosacaridos en la molécula (Figura 9) (Arnold y col., 2005).

Por otro lado, se ha observado que los oligosacéridos de la IgM con uno o dos
residuos de galactosa terminal, tienen afinidad potencial por las asialoglicoproteinas
receptoras involucradas en el aclaramiento de las glicoproteinas, pero una vez que la
IgM pentamérica se ha unido al antigeno, por la ruta de los glicanos, estos se encuentran
inaccesibles para interactuar con los receptores de aclaramiento, lo que baja la velocidad
de remocién de la IgM por esta via y promueve una mayor union al antigeno para la

activacion de la via del complemento (Arnold y col., 2005).
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por lo que en forma pentamérica posee 25 sitios y uno mas en la cadena J.

Fuente: Modificado de Arnold y col., 2005.
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IgM. La ultima estructura es la isoforma predominante.

Fuente: Elaborado a partir de Arnold y col., 2005.
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Disfuncioén Inmunoldgica en Pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2

Los pacientes con DM2, presentan infecciones mas frecuentemente que las
personas sanas. Las infecciones son de dificil control y recurrentes, en especial, cuando
los pacientes presentan un pobre control glicémico (Abrass, 1991; Bessman y Sapico,
1992; Geerlings y Hoepelman, 1999; Papanas y col., 2010). Las enfermedades mas
comunes a las que se enfrentan los pacientes con DM2, incluyen: las enfermedades
producidas por hongos, tuberculosis pulmonar, bacteriemias, infecciones en el tracto
urinario, hueso, piel y extremidades inferiores, que conllevan a la amputacién (Papanas
y col., 2010). Se estima, que del 50 al 70% de todos los pacientes que sufren
amputaciones no traumaticas de miembros inferiores, la gran mayoria son a causa de
infecciones y necrosis en tejidos blandos o hueso (Bessman y Sapico, 1992). Existe una
amplia variedad de informacién contradictoria acerca de los cambios producidos en la
inmunidad celular y humoral asociados con la diabetes (Abrass, 1991; Bessma, 1992;
Delamaire y col., 1997; Geerlings y Hoepelman, 1999; Huseynova y col., 2010;
Sukumaran, 2006), sin embargo, los estudios se enfocan en resolver la misma incognita:
la susceptibilidad del paciente diabético al desarrollo de infecciones (Geerlings y

Hoepelman, 1999; Huseynova y col., 2010; Papanas y col., 2010).

Entre los cambios de la inmunidad humoral, que han sido relacionados con la
severidad y progresion de los procesos infecciosos (Abrass, 1991; Bessman y Sapico,
1992; Delamaire y col., 1997; Geerlings y Hoepelman, 1999; Huseynova y col., 2010;
Liberatore y Barbosa, 2005). en los pacientes con diabetes, estan la produccién reducida
del factor 4 del complemento, la disminucion en la respuesta de citocinas y la alteracién
en los niveles y estructura funcional de las inmunoglobulinas, que favorecen la
formacion de inmunocomplejos Estudios en pacientes con DM en distintos estados de
progresion, revelan que hay una produccién de anticuerpos de la clase IgG con
anomalias en su conformacion y baja actividad funcional. Los anticuerpos, participan en

la formacion de pequefios y solubles inmunocomplejos que permanecen en circulacion
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por largos periodos de tiempo, incapaces de activar la via clasica del complemento y
realizar su funcion antigénica (Huseynova y col., 2010). Kennedy y col., 1994,
estudiaron el efecto de la glicacion sobre la cinética y afinidad de la 1IgG para unirse a un
antigeno, y asi poder explicar, la relacion que existe entre la diabetes mellitus y el
incremento en la susceptibilidad al desarrollo de infecciones. Ellos sugieren que los
anticuerpos sufren cambios conformacionales a consecuencia de la unién covalente de
residuos de glucosa, incrementandose asi la repulsion entre el anticuerpo y el antigeno
unido. La glicacion afecta tanto a la region Fc como a la Fab, y puede ocurrir en un
mismo anticuerpo, contribuyendo a la discapacidad funcional del anticuerpo. Esta
discapacidad en la funcién de los anticuerpos, en combinacién con otras alteraciones
inmunitarias, juega un papel muy importante en el desarrollo de la susceptibilidad a
infecciones en pacientes con diabetes mellitus. Hammes y col., en 1990, publicaron los
resultados de estudios similares en los que determinaron un incremento significativo de
IgA, IgM e IgG glicadas en pacientes con diabetes mellitus, en comparacion con sujetos
sanos; concluyeron que la discapacidad funcional de la IgM puede ser causada por la

glicacion no enzimatica producida en la diabetes mellitus.

Con base en las evidencias planteadas, sabemos que los pacientes con DM son
propensos al desarrollo de alteraciones inmunitarias innatas y adquiridas. Sin embargo,
la informacion es contradictoria y por lo tanto no es determinante para resolver y
esclarecer la gran incognita de la susceptibilidad y la frecuencia, por la que los pacientes
con DM2 desarrollan infecciones. Por esta razon, se han propuesto enfoques alternativos
tales como los que van dirigidos a los cambios de glicosilacion terminal que pudieran
desarrollarse en las moléculas proteicas involucradas en la respuesta humoral , como las
inmunoglobulinas, que sufren alteraciones en su conformacion, funcionalidad y afinidad,
tanto a antigenos como a proteinas del sistema del complemento, cuando se altera su
estructura oligosacarida (Arnold y col., 2006; Arnold y col., 2005; Arnold y col., 2007;
Hansen y col., 2004).
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Alteracion Funcional de Inmunoglobulinas a Consecuencia de Cambios en la
Glicosilacion

Existen estudios en los que se reporta la caracterizacion de la glicosilacion de la
IgM sérica humana, y el papel de los oligosacaridos en la activacion del complemento
(Arnold, 2005; Opdenakker, 1993). A pesar de que la informacion es muy util, es
insuficiente para cimentar la disfuncion inmunoldgica en pacientes con DM2 a
consecuencia de alteraciones en la glicosilacion terminal de la IgM. Por ello, en este
trabajo se describen algunas patologias en las que las inmunoglobulinas (IgG e IgA) y
sus cambios de glicosilacion estan implicados en la patogénesis de la enfermedad.
Ademas, los procesos de glicosilacion son altamente sensibles a los cambios
metabdlicos cronicos (Gornik y col.,, 2009) y hay evidencias de cambios en la
glicosilacién de otras inmunoglobulinas en pacientes con DM2 (Vazquez-Moreno y col.,
2001), por lo que es probable que en los pacientes diabéticos se presenten también

alteraciones de glicosilacion terminal en la IgM.

Malhotra y col., en 1995 demostraron que la alteracion en la glicosilacion de la
IgG se asocia con artritis reumatoide (AR), enfermedad relacionada con el incremento
de estructuras oligosacaridas con ausencia de galactosa terminal “glicoforma G0”, en la
que el extremo terminal es la GICNAc. Esto genera un modelo alterno para la interaccién
de la IgG con el complemento a través de la unién a la lectina con afinidad a manosa
(MBL, por sus siglas en inglés). Normalmente, la union de la fraccion Clq del
complemento a la molécula de IgG es seguida del reconocimiento antigénico, pero
cuando la inmunoglobulina se une a la MBL se activa el complemento sin que se
requiera la fraccién C1lg. Ademas, en ausencia de galactosa, la MBL interactda con la
GIcNAc terminal de los oligosacaridos de la 1gG, generando inmunocomplejos que se

depositan en las articulaciones causando dafo e inflamacion.

Por otra parte, la nefropatia por IgA se caracteriza por la presencia de

inmunocomplejos compuestos de IgAl deficiente en galactosa y anticuerpos 1gG
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especificos contra los glicanos de la IgAl. Estos inmunocomplejos se depositan en el
mesangio glomerular e inducen la glomerulonefritis (Suzuki y col., 2009). En contraste,
con los hallazgos mencionados anteriormente, Vazquez-Moreno, 2001, al estudiar la
IgA1 de un grupo de pacientes con DM2, encontraron concentraciones elevadas de 1gA1
polimérica con alto contenido en &cido sialico. Sin embargo, se desconoce si los altos
niveles de IgAl son el resultado del incremento en su produccion o de un deficiente
mecanismo de aclaramiento, ya que los receptores implicados en el reconocimiento de la
IgA son sensibles a los cambios de la estructura del oligosacarido, particularmente a la
presencia de &cido sialico (Vazquez-Moreno y col., 2001). Al igual que en la IgG e IgA,
también se han encontrado cambios en la glicosilacion de la IgM. Sun y col., 1991,
observaron, que la sustitucion de Asn por Ser en la posicion 406 de la cadena pesada p
de la IgM de ratdn provoca una glicosilacion aberrante en la Asn-402. Al estudiar el
oligosacérido de la IgM modificada, encontraron una estructura de tipo hibrida que no
contiene &cido sidlico terminal en posicion a 2-6 y a 2-3. En contraste con el
oligosacarido mutante, el oligosacarido de la Asn-402 es complejo y contiene &cido
sidlico terminal, unido en o 2-6 a galactosa. Esta anormalidad en la glicosilacion, trae
como resultado una IgM con deficiencias para activar la via del complemento (Sun y
col., 1991).

Los cambios de glicosilacion asociados con procesos patoldgicos, no solo se
limitan a las inmunoglobulinas, también pueden extenderse a otras proteinas séricas,
como lo demuestran Yasukawa, 2005, quienes observaron que al inducir inflamacion a
ratones con aceite de turpentina, se generaban cambios en la glicosilacion de proteinas
séricas, especificamente en el acido sialico en uniones o 2-3, a 2-6 y o 2-8. Por otro
lado, Poland, en el 2001 estudid los cambios en la glicosilacion de las AGP (a-acid
glicoproteins) en pacientes con diabetes mellitus tipo 1, ya que este tipo de pacientes
desarrollan disfuncion endotelial acompafiada de un ligero grado de inflamacién. Los

resultados arrojaron un incremento en la a3- fucosilacion de las AGP.
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Los estudios presentados, sugieren que las modificaciones de glicosilacion en
cualquier proteina, desencadenan en mayor o menor proporcion alteraciones en su
funcionalidad. La importancia de la glicosilacion en las inmunoglobulinas es
fundamental, ya que los oligosacaridos proveen epitopes de reconocimiento, mantienen
la estructura y estabilidad de las inmunoglobulinas. Ademas, los azlcares terminales
especificos interactian con las diversas lectinas del sistema inmune innato,
proporcionando mecanismos de comunicacion cruzada entre la inmunidad innata y la
adaptativa (Arnold y col., 2007). De esta forma, cualquier alteracion potencial en la
glicosilacion de la IgM producida a consecuencia de la diabetes mellitus, afectaria la
funcionalidad de la molécula. Por todo esto, el objetivo del presente trabajo fue el de
caracterizar los cambios potenciales de glicosilacion terminal de la IgM sérica en

pacientes con DM2.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacion

Se trata de un estudio transversal, observacional y analitico, en el que se compard
la glicosilacion terminal de la inmunoglobulina M de un grupo de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, con relacién a la de la IgM de un grupo de personas euglicémicas
aparentemente sanas, pareado por sexo y edad con el grupo de pacientes. El andlisis
estadistico de los resultados cuantitativos se realiz6 con el programa NCSS 2001. El
significado de las diferencias de las medias entre el grupo de pacientes y el grupo de

controles fue estimado por la prueba T de Student.

Muestras de Estudio

Se purificd la IgM sérica en cuatro etapas cromatograficas, a partir de las
muestras séricas de nueve pacientes con DM2 y de siete personas aparentemente sanas.
Las muestras fueron seleccionadas de la base de datos del proyecto “Cuantificacion
Simultanea de la Inmunoglobulina Al, Proteina C Reactiva, y Homocisteina Plasmatica,
para Evaluar el Riesgo de Complicaciones Vasculares en Pacientes con DM2”, por lo
que el muestreo fue de tipo no probabilistico, por conveniencia. El grupo de pacientes
incluyd sujetos de ambos sexos, independientemente del tiempo de diagnostico y del
tratamiento. Los pacientes no presentaron artritis reumatoide, osteoartritis, neoplasias,
trastornos autoinmunes y/o trastornos hepaticos no vinculados a la diabetes, ni
infecciones en el momento de la toma de muestra sanguinea ni en las dos semanas

previas a la toma de muestra.
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Reactivos y Materiales

La anti IgM humana marcada con peroxidasa (especifica para la cadena )
producida en cabra, fue adquirida de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). La Sefarosa
6B utilizada para la sintesis de la Sefarosa altamente acetilada (Vazquez-Moreno y col.,
1992) fue adquirida de Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden) y la Sefarosa CL-6B-
proteina-A de Staphylococcus aureu, la agarosa-anti IgA y la agarosa-anti IgM fueron
adquiridas de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). Las lectinas biotiniladas, Sambucus
nigra agglutinin (SNA), Maackia amurensis agglutinin (MAA), Canavalia ensiformis
(Con A), Arachis hypogaea agglutinin (PNA), Ricinus communis agglutinin | (RCAI),
Lens culinaris agglutinin (LCA), Erythrina cristagalli agglutinin (ECA) y Triticum
vulgaris agglutinin (WGA), fueron obtenidas de Oxford GlycoSystems (NY, USA).
Todos los demas reactivos de grado analitico fueron de Sigma-Aldrich. Todos los
procesos cromatogréficos fueron realizadas con el equipo de baja presion Econo
Chromatographic System, de Bio-Rad (USA).

Cuantificacion de Proteinas Séricas Totales de las Muestras Seleccionadas

Los sueros de los pacientes diabéticos y los controles fueron filtrados utilizando
filtros de nylon de 0.45 um (Corning corp., NY, USA) para posteriormente cuantificar la
concentracion proteica por el método de UV a 280 nm (Espectrofotometro AquaMate,
Thermo Corp., USA) (Aitken y Learmonth, 1996; Stoscheck, 1990).

25



Aislamiento de IgM por Medio de Cuatro Etapas Cromatograficas

El aislamiento de la IgM sérica, se realizd utilizando cuatro matrices
cromatograficas en tandem. La primera etapa, consistio en aislar a las inmunoglobulinas
totales del resto de las proteinas séricas, utilizando cromatografia de interaccion
hidrofobica en Sefarosa 6B altamente acetilada (AA). La fraccion de elucién
conteniendo las inmunoglobulinas, se cargdé a una matriz agarosa-anti IgA para separar
la 1gA total de la 1gG y otras inmunoglobulinas. La fraccion de lavado obtenida en
agarosa-anti IgA fue cargada a una columna de Sefarosa CL-6B-Proteina A (modificado
de Hage, 2006), para remover la IgG, y por ultimo, se aislé la IgM con agarosa-anti IgM

humana (Sigma-Aldrich).

Primera Etapa

El primer paso para la purificacion de IgM, fue separar a las inmunoglobulinas
del suero utilizando cromatografia de interaccién hidrofébica. Para ello se utiliz6 una
matriz de Sefarosa 6B altamente acetilada (Vazquez-Moreno y col., 1992). El gel
hidrofébico, con un volumen de cama de 12 cm3, fue equilibrado con 5 volimenes de
cama de Na,SO,4 0.5 M / PB (amortiguador de fosfatos) 20 mM, pH 7.2, a una velocidad
de flujo de 1 mL/min. Posteriormente se aplico a la fase estacionaria 1 mL de suero (de
paciente con DM2 o control), previamente ajustado con 1 mL de Na,SO4 1.0 M/ PB 20
mM, pH 7.2, a una velocidad de flujo de 0.25 mL/min. Las proteinas no adsorbidas a la
matriz, fueron removidas con Na,SO4 0.5 M / PB 20 mM, pH 7.2, hasta una lectura a
280 nm de 0.01 unidades de absorbancia. Las proteinas unidas especificamente a la
matriz, fueron eluidas con PB 20 mM, pH 7.2. Por Gltimo la columna fue regenerada con
guanidina-HClI 6 M, pH 70 y PB 20 mM, pH 7.2. El aislamiento de las
inmunoglobulinas del suero humano, fue monitoreado espectrofotométricamente a 280

nm. El porcentaje de recuperacion cromatografica fue estimado mediante la
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cuantificacion proteica de las fracciones de lavado, elucion y recuperacién, y su

comparacion con la cantidad de proteina cargada.

Sequnda Etapa

Una vez aisladas las inmunoglobulinas en la primera etapa, se prosiguio al
aislamiento de la IgA total, para ello se utiliz6 una matriz cromatogréfica de agarosa-
anti IgA humana con un volumen de cama de 7.91cm?®. La matriz fue equilibrada con 5
volimenes cama de PB 20 mM, pH 7.2 a una velocidad de flujo de 0.5mL/min.
Posteriormente se aplicé la fraccion de elucion de la etapa 1 (aproximadamente 5.5 mg
de inmunoglobulinas en 24 ml de PB), a una velocidad de flujo de 0.25 mL/min. Las
inmunoglobulinas no afines a la matriz, fueron removidas con PB 20 mM, pH 7.2 y la
fraccion de lavado se conservd para su utilizacion en la tercera etapa. Las IgA unidas
especificamente a la matriz, fueron eluidas con una solucién de glicina-HCI 0.05 M, pH
2.6 y colectadas en fracciones de 1 mL, que fueron neutralizadas inmediatamente con
una gota de Trizma base 100 mM, pH 8.0. La IgA total aislada, se concentré y dializ6
contra PB 20 mM, pH 7.2, en centricones plus-10 (Millipore, USA) para ser almacenada
para futuros estudios. La columna agarosa-anti IgA se regenerd con 10 volimenes de PB
20 mM, pH 7.2 / azida de sodio 0.02%. Cada una de las fracciones fue monitoreada
espectrofotométricamente a 280 nm y su concentracion proteica asi como el porcentaje
de recuperacion cromatografica fueron estimados también a 280 nm (Vazquez-Moreno y
col., 2001).

Tercera Etapa

Para el aislamiento de la IgG, se utiliz6 una matriz de Sefarosa CL-6B- Proteina-
A (Sigma-Aldrich., USA), con un volumen de cama de 3.14 cm®. Primeramente, se

equilibro el gel con 5 volimenes de cama de PB 20 mM, pH 7.2, a una velocidad de
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flujo de 0.5 mL/min. Posteriormente, se aplico la fraccion de lavado (aproximadamente
4.8 mg/31 mL) proveniente de la cromatografia de afinidad con agarosa-anti IgA (Etapa
2), a una velocidad de flujo de 0.25 mL/min. Las inmunoglobulinas no afines fueron
removidas con PB 20 mM, pH 7.2 y las IgG unidas especificamente a la matriz fueron
eluidas con una solucion de glicina-HCI 0.05 M, pH 2.6 y colectadas en fracciones de 1
mL, que fueron neutralizadas inmediatamente con una gota de Trizma base 100 mM,
pH 8.0. La IgG aislada, se concentro y dializé contra PB 20 mM, pH 7.2, en centricones
plus-10 (Millipore, USA). La columna se regener6 con 10 volumenes de PB 20 mM, pH
7.2/azida de sodio 0.02%. Cada una de las fracciones fue monitoreada
espectrofotométricamente a 280 nm y su concentracion proteica asi como el porcentaje
de recuperacién cromatografica fueron estimados también a 280 nm (modificado de
Hage, 2006).

Cuarta Etapa

Para el aislamiento de la IgM, se utiliz6 una matriz de agarosa-anti IgM humana
(Sigma-Aldrich., USA), con un volumen de cama de 2.0 cm®. Primeramente, se
equilibré el gel con 5 volimenes de cama de PB 20 mM, pH 7.2, a una velocidad de
flujo de 0.5mL/min. Posteriormente, se aplico la fraccion de lavado (1.19 mg/300uL)
proveniente de la cromatografia de afinidad con Sefarosa CL-6B-Proteina-A (Tercera
etapa), a una velocidad de flujo de 0.25 mL/min. Las inmunoglobulinas no afines fueron
removidas con PB 20 mM, pH 7.2 y las IgM unidas especificamente a la matriz fueron
eluidas con una solucién de glicina-HCI, 0.05 M, pH 2.6 y colectadas en fracciones de 1
mL, que fueron neutralizadas inmediatamente con una gota de Trizma base 100 mM, pH
8.0. La IgM aislada, se concentro y dializd contra PB 20 mM, pH 7.2, en centricones
plus-10 (Millipore, USA). La columna se regenerd con 10 volumenes de PB 20 mM pH
7.2 Jazida de sodio 0.02%. Cada una de las fracciones fue monitoreada

espectrofotométricamente a 280 nm y su concentracion proteica asi como el porcentaje
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de recuperacion cromatogréfica fueron estimados también a 280 nm (modificado de
Hage, 2006).

Estimacion de la Pureza por SDS-PAGE e Inmunodeteccion

El grado de pureza se determiné en condiciones desnaturalizantes (con dodecil
sulfato de sodio) y reductoras (con beta mercaptoetanol) en geles de poliacrilamida al
12% en camara vertical Mini-PROTEAN (Bio-Rad Laboratories Inc., USA), a 90 volts
constantes (modificado de Garfin, 2003). Para ello se prepararon dos geles de
poliacrilamida al 12%; uno de los geles se tifi6 con azul de Coomassie R-250 y el otro se
electrotransfirio a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 um (Bio-Rad Laboratories
Inc.,USA), utilizando una cdmara semi-himeda, a 120 mA constantes, por 40 minutos.
La membrana de nitrocelulosa fue blogueada con solucién de fosfatos salina 20 mM
(PBS) con leche al 5% y Tween 20 al 0.02%, por 4 h a TA en agitacion constante.
Posteriormente la membrana se lavo 3 veces con PBS 20 mM, pH 7.2 -Tween 20 al
0.05% por 5 minutos en agitacion constante. Para la inmunodeteccion de la IgM, la
membrana de nitrocelulosa se incub6 con antisuero monoclonal anti-IgM marcado con
peroxidasa, en dilucion 1:1,000 por 30 minutos a TA. Posteriormente se realizaron 3
lavados con PBS 20 mM, pH 7.2 / Tween 20 al 0.05% por 5 minutos en agitacion
constante. La reaccion fue revelada con diaminobencidina (FAST 3.,3’-
Diaminobenzidine, de Sigma-Aldrich., USA) (modificado de Burnette, 1981).
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Caracterizacion de la Glicosilacion Terminal de la IgM por ELLA

El lectinoensayo (ELLA, del inglés Enzyme-Linked Lectin Assay) es un método
muy Util para monitorear los cambios en estructuras oligosacéridas de diferentes
muestras, en una misma glicoproteina (Goodarzi y col., 2002). No obstante lo anterior,
siempre es necesario estandarizar las condiciones analiticas utilizadas por otros
investigadores, a las condiciones de trabajo particulares de cada laboratorio. En este
trabajo, la precision inter-ensayo del método (C.V. = 3.1%) se obtuvo mediante la
medicién de la misma muestra en varias ocasiones diferentes, y la precision intra-ensayo
se obtuvo mediante la medicion de la misma muestra varias veces en la misma ocasion
(C.V. =2.8%).

Para realizar los ELLAS, se realizaron diluciones de cada una de las muestras de
IgM previamente aislada, para obtener una concentraciéon final de 10ug / mL en
amortiguador de carbonatos, pH 9.6 (Na,CO3; 15mM y NaHCO; 35 mM).
Posteriormente, los pozos de ocho placas de poliestireno, Immuno 96 MicroWell
(NUNC, Thermo Corp., USA) fueron recubiertos con 1ug / 100 pl de las muestras
previamente diluidas de pacientes y controles e incubadas por 12 h, a 4°C, con el fin de
inmovilizar a la proteina. Después, se realizaron cuatro lavados consecutivos, con una
solucion Tris-HCI 0.05 mol/L, NaCl 0.15mol/L, Tween 20 al 0.05% (TBST).
Posteriormente, los sitios disponibles en los pozos fueron bloqueados con albimina de
suero bovino (BSA) al 1% en TBST, por 2 h, a 37°C (Goodarzi y Turner, 1997). Las
placas fueron lavadas dos veces con TBST y dos veces méas con 0.05 mol/L Tris-HClI,
pH 7.5, conteniendo 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 150 mM NaCl y 0.1% Tween 20.
Posteriormente, la IgM adsorbida se incub6 con 100 pl de cada una de las lectinas
biotiniladas: Sambucus nigra agglutinin (SNA), Maackia amurensis agglutinin (MAA),
Canavalia ensiformis (Con A), Arachis hypogaea agglutinin (PNA), Ricinus communis
agglutinin I (RCAI), Lens culinaris agglutinin (LCA.), Erythrina cristagalli agglutinin
(ECA) vy Triticum vulgaris agglutinin (WGA), con una concentracién de 1 pg/mL en
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TBS, pH 7.5, por 1h, a 37°C. Después de realizar cuatro lavados con TBST, pH 7.5, las
placas se incubaron con estreptavidina-peroxidasa (Sigma-aldrich., USA), en dilucion
1:1,000 en TBS, pH 7.5, por 1 h, a TA. Por ultimo, se realizaron cuatro lavados con TBS
pH 7.5 y se utilizaron tabletas de O- fenilendiamina (Sigma-aldrich., USA) para revelar
la interaccion de las lectinas con los oligosacaridos de la proteina. La lectura se realizo
después de transcurridos 30 minutos a 415 nm en lector de Microplacas Benchmark
(Bio-Rad., JAPON) (modificado de Goodarzi y col., 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de Proteinas Séricas Totales

La edad media de los pacientes, que fue de 67 afios (x 8.8 afios) no fue
significativamente diferente (p = 0.5) con relacion a la edad media de los controles que
fue de 64 afios (+ 9.7). La cantidad promedio de proteinas totales en las muestras sericas
de los pacientes, estimada espectrofotométricamente a 280 nm, fue de 68.04 + 8.5
mg/mL, mientras que la de los controles fue de 61.44 + 5.62 mg/mL. Las diferencias de
concentracion proteica influyeron en la cantidad de inmunoglobulina M purificada,

siendo ésta mayor en el caso de los pacientes.

Purificacion de la IgM Sérica por Cromatografia

La purificacion de la IgM sérica se realizé en cuatro etapas cromatograficas en
secuencia. El objetivo de la primera etapa, fue separar a las inmunoglobulinas del suero,
utilizando cromatografia de interaccion hidrofobica. Gracias al caracter hidrofébico de
las inmunoglobulinas fue posible removerlas del resto de las proteinas séricas; su
separacidn se basé en las interacciones hidrofdbicas entre las regiones no-polares de las
proteinas y los grupos hidrofébicos inmovilizados en la fase estacionaria (Ramos-
Clamont y col., 2006). Para ello se utilizo una matriz de Sefarosa 6B altamente acetilada
(Vazquez-Moreno y col., 1992), con un volumen de cama de 12 cm?, a la cual se aplicé
1 mL de suero (de paciente con DM2 o control) obteniéndose en promedio 5.53 mg de
inmunoglobulinas totales en un volumen de elucion de 24 mL. En el cromatograma
tipico (Figura 11), se observa el pico a (fraccion de lavado) que corresponde a las
proteinas no afines a la fase estacionaria con una concentracién de 48.5 mg/52 mL. El

pico b (fraccion de elucidn) contiene a las inmunoglobulinas que se adsorbieron

32



25

DO (280 nm)
=
(6]

=

05 | d b C

) 20 40 60 80 100 120

Fracciones (1 mL)

Figura 11. Cromatograma del aislamiento de inmunoglobulinas séricas en Sefarosa-6B

altamente acetilada.

La muestra sérica con una concentracion proteica de 61-68 mg fue aplicada a la matriz
(@) y lavada con Na;SO, 0.5 M / PB 20 mM_pH 7.2. Las inmunoglobulinas afines a la
fase estacionaria (b) fueron eluidas con PB 20 mM pH 7.2. Las proteinas remanentes

fueron removidas de la matriz con una solucion de guanidina-HCI 6 M, pH 7.0 (c).
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especificamente a la matriz cromatogréafica, mientras que el pico ¢ corresponde a la
fraccion de regeneracion de aproximadamente 1.24 mg de proteina en 10 mL de

hidrocloruro de guanidina.

Los métodos mas cominmente utilizados en las primeras etapas para aislar a las
inmunoglobulinas, involucran procesos de precipitacion proteica con etanol, sulfato de
amonio o propilenglicol, seguidos de métodos cromatograficos basados en intercambio
i6nico o cromatografia de exclusion de tamafio (Schneider y col., 1976). Sin embargo,
los métodos de precipitacion no son adecuados para mantener integra la estructura
nativa de la proteina, por lo tanto la cromatografia de interaccion hidrofobica fue ideal
para la separacion de inmunoglobulinas del resto de las proteinas del suero humano
debido a que no se alterd su conformacion proteica (Jennissen, 2005).

En la segunda etapa se prosiguié con el aislamiento de la IgA total; algunas de
las técnicas comunmente utilizadas en la purificacion de esta inmunoglobulina incluyen
la precipitacién con sales o alcohol, la utilizacion de cromatografia de intercambio
anionico y la agarosa-jacalina, siendo esta Gltima una herramienta Gtil para la
separacion de las subclases de IgA (Alvarez y col., 2010). Sin embargo la finalidad de
esta etapa fue la de remover a la IgA total del resto de las inmunoglobulinas, es por eso
que la matriz cromatografica elegida fue la agarosa-anti IgA humana, con un volumen
de cama de 7.91cm?®. Se aplicaron las inmunoglobulinas aisladas de la primera etapa
cromatografica (aproximadamente 5.5 mg/24 mL) a una velocidad de flujo de 0.25
mL/min. En la figura 12 se observa el cromatograma caracteristico del aislamiento de la
IgA total; el pico “a” contiene las inmunoglobulinas que no se adsorbieron a la matriz
(fraccion de lavado) en una concentracién aproximada de 4.8 mg/31mL; esta fraccién
fue almacenada para su posterior utilizacion en la etapa tres. El pico b contiene a la IgA
total (fraccion de elucion) con una concentracion promedio de a 0.36 mg/ 16 mL.
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Figura 12. Cromatograma del aislamiento de IgA total en agarosa-anti IgA.

La muestra (5.5 mg en 24 ml) proveniente de la fraccion de elucion de la primera etapa
cromatografica, fue aplicada a la fase estacionaria (a) y lavada con PB 20 mM, pH 7.2y

la IgA total que se adsorbio a la matriz fue eluida con glicina-HCI 0.05 M, pH 2.6 (b).

35



La remocion de la IgA total fue crucial en el proceso de purificacion de la IgM,
ya que la IgA presenta cierta afinidad por la proteina A y la agarosa-anti IgM (Hage,
2006). De esta manera, se evitd la contaminacion de la fraccion IgM gue se obtendria en
la cuarta etapa cromatografica y la interferencia de la IgA al momento de realizar la
caracterizacion de la glicosilacion terminal de la IgM, debida a que la IgA es una
glicoproteina con abundantes sitios y estructuras oligosacéridas (Mattu y col., 1998).

En la tercera etapa cromatografica se logré la remocion de la 1gG sérica,
utilizando una matriz de afinidad Sefarosa CL-6B-Proteina A (Sigma-Aldrich., USA).
La afinidad de la IgG por la proteina A, una proteina que se obtiene de la pared celular
de Staphilococcus aureus, es ampliamente reconocida por lo que actualmente es uno de
los métodos preferidos para la purificacién de 1gG total (Hage, 2006). A la matriz
cromatografica, que tenfa un volumen de cama de 3.14 cm?, se le aplicé la fraccién de
lavado (4.8 mg/31 mL) proveniente de la segunda etapa cromatografica, a una velocidad
de flujo de 0.25 mL/min. En el cromatograma tipico de la purificacion de la IgG (Figura
13) se observa el pico a, que corresponde a las inmunoglobulinas que no se adsorbieron
a la matriz (fraccion de lavado) de aproximadamente 1.52 mg/ 38 mL. Esta fraccion se
concentré hasta 1 mg / 300uL y fue almacenada para la cuarta y Ultima etapa
cromatografica, el pico b, contiene a la IgG (fraccién de elucion) con una concentracion
de 2.18 mg/ 8.8 mL. En la cuarta etapa cromatografica se utiliz6 una matriz de agarosa-
anti IgM, para aislar a la inmunoglobulina M. En la mayoria de los casos en los que se
purifica esta inmunoglobulina, es necesario utilizar largos procesos cromatograficos, y
grandes volimenes de muestra (Hage, 2006). La complejidad en su aislamiento radica
en su estructura: una proteina de gran tamafio (950 KDa), altamente glicosilada y muy
termolabil, todo ésto, aunado a las bajas concentraciones séricas de IgM, de
aproximadamente 2.5 mg/ mL, dificultan su purificacion (Arnold y col., 2006; Hage,
2006).
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Figura 13. Cromatograma del aislamiento de la IgG sérica en Sefarosa CL-6B-proteina

A

La muestra (4.8 mg/31 mL) proveniente de la fraccion de lavado de la segunda etapa
cromatografica, fue aplicada a la fase estacionaria (a) y lavada con PB 20 mM pH 7.2.
La 1gG que se adsorbi6 a la matriz fue eluida con glicina-HCI 0.05 M, pH 2.6 (b)
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A la matriz cromatogréfica agarosa-anti IgM (Sigma-Aldrich, USA), que tenia
un volumen de cama de 2 cm® se le aplicd la fraccién de lavado (1 mg / 300 uL)
proveniente de la tercera etapa cromatografica, a una velocidad de flujo de 0.25 mL/min.
En el cromatograma tipico del aislamiento de la IgM (Figura 14) se observa el pico a,
que corresponde a las inmunoglobulinas que no se adsorbieron a la matriz (fraccion de
lavado) de aproximadamente 0.59 mg/ 37 mL. El pico b contiene a la IgM (fraccion de
elucion) con una concentracion de 0.37 mg / 9mL, esta fraccion se concentrd hasta 0.21

mg en 350 pL.

La purificaciéon de inmunoglobulinas usando matrices de inmunoafinidad, es una
de las técnicas mas usadas en los procesos de separacion cromatogréfica, ya que
presentan un alto rendimiento y capacidad (Hage, 2006). Sin embargo, en este trabajo se
demostré que para obtener buenos resultados deben usarse como parte de un esquema
cromatografico de varias etapas, especialmente cuando se trata de aislar
inmunoglobulinas séricas debido a que los anticuerpos ligados a la fase estacionaria
presentaron afinidad por otras inmunoglobulinas que contaminaron las fracciones de
elucion significativamente en los ensayos cromatograficos preliminares (datos
mostrados mas adelante). Con el esquema de cuatro etapas cromatograficas, se logré
evitar la interferencia de las proteinas séricas mas abundantes en el suero, tales como la
albumina, IgG e IgA. Su eliminacién, constituyé un paso importante para reducir la

inferencia potencial que podrian ejercer en el anélisis de afinidad a lectinas.

Estimacidn de la Masa Molecular y de la Pureza de la IgM

Para la estimacion de la masa de la IgM obtenida en la dltima etapa
cromatografica, la fraccion de elucion fue cargada en un gel SDS-PAGE al 12% en
condiciones desnaturalizantes y reductoras. En el carril numero 1 se cargaron 5 pL de
una mezcla de proteinas de masa conocida (SDS-PAGE Molecular Weight Standards,

Bio-Rad, USA).
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Figura 14. Aislamiento de IgM sérica, utilizando agarosa-anti IgM humana.

La fraccion de lavado obtenida de la cromatografia de afinidad Sefarosa-proteina A,
concentrada a 1 mg / 300 uL se cargo a la columna de agarosa-anti IgM (a) con volumen
de cama de 2 cm®, a una velocidad de flujo de 0.25 mL/min. Las proteinas no afines a la
matriz fueron removidas con PB 20 mM, pH 7.2y las proteinas adsorbidas 0.37 mg /9
mL fueron eluidas (b) con glicina-HCI, 0.05M, pH 2.6.
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En el carril 2, se aplicaron (26 nug de IgM y 9 del amortiguador 2 x). El gel se
tifio con azul de Coomassie R-250, se determind la distancia de migracion de las bandas
y con los datos obtenidos se construy0d una recta entre el log de la masa molecular
(molecular weight; MW) y la movilidad relativa de las cadenas de IgM (Figura 15)
(Garfin, 2003). Con la ecuacidn de la recta se estimé la masa relativa aproximada de la
cadena pesa 1, de masa molecular de 77 KDa, este resultado concuerda con el reportado
por (Ahmad-Zadeh y col., 1971). Paralelamente se corri6 un gel bajo las mismas
condiciones electroforéticas, con IgM en cada uno de los carriles, que no fue tefiido y en
cambio fue electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa para la inmunodeteccion
de la IgM con un antisuero monoclonal anti-lgM humana marcado con peroxidasa, el
antisuero reconocié especificamente las cadenas pesadas de la inmunoglobulina (Figura
15).

Comparacion y Comprobacion de la Pureza de la IgM

Se realiz6 un ensayo por separado para comparar el grado de pureza de la IgM
obtenida, a partir de 500 pL de suero humano total, en el esquema cromatografico de
cuatro etapas, con relacion al esquema usando Unicamente la columna de
inmunoafinidad agarosa-anti IgM. En la figura 16, puede observarse la electroforesis
SDS-PAGE al 12 % de las fracciones de elucion obtenidos con cada uno de los
esquemas antes descritos. El carril 2, contiene IgM obtenida del esquema cromatografico
de cuatro etapas. El carril 3, contiene la fraccion de elucion obtenida de la columna de
agarosa-anti IgM; se observa que esta Ultima fraccion contiene mayor cantidad de
proteinas séricas contaminantes, en comparacién con la fraccion de IgM obtenida del

esquema cromatografico en cuatro etapas.
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Figura 15. Curva generada entre el Log de la masa molecular de los estdndares y la

movilidad relativa.

A partir de la ecuacion de la curva se calcul6 la masa molecular de la banda de IgM.
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Figura 16. SDS-PAGE e Inmunodeteccion de la IgM.

a) Comparacién de las fracciones cromatograficas de elucion obtenidas mediante dos
esquemas cromatograficos. Carril 1: suero total; se observa la banda de 62.2 KDa
predominante que corresponde a la albdmina. Carril 2: fraccion de IgM aislada por el
esquema cromatografico en cuatro etapas, se observa el enriquecimiento con la banda de
77 KDa correspondiente a la cadena pesada p de la IgM. Carril 3: fraccién de elucién
obtenida con agarosa-anti IgM aplicando directamente el suero total por la matriz. b)
inmunodeteccion de la banda de 77 KDa, con el antisuero monoclonal anti-lgM humana
marcado con peroxidasa (Sigma-aldrich., USA); el antisuero reconocio especificamente

las cadenas pesadas de la inmunoglobulina M de los carriles 1, 2 y 3.
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Para determinar el nivel de contaminacion de la IgM, obtenida con el esquema de
cuatro etapas, con otras inmunoglobulinas, se realizé una electroforesis en la que se
aplicaron 26 pg de IgM aislada. Las proteinas fueron electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa, que fue incubada con anti-lgM peroxidasa. Posteriormente,
la membrana fue incubada con anti-IlgG peroxidasa y anti-lgA humana producida en
conejo. El antisuero secundario usado para el ensayo con la anti-IgA no marcada, fue el
antisuero anti IgG de conejo biotinilado y producido en cabra y las interacciones fueron
reveladas con avidina-peroxidasa. Los antisueros fueron usados en una dilucion 1:4,000.
La membrana de nitrocelulosa fue revelada con diaminobencidina (FAST DAB tablets,
“3,3’-Diaminobenzidine”; de Sigma-Aldrich., USA). El resultado del ensayo puede

observarse en la figura 17, mismo que demuestra el alto grado de pureza de la IgM.

Electroforesis de las Fracciones de Lavado y Elucion de Cada Etapa
Cromatogréfica

Las fracciones de lavado y elucion, obtenidas en cada etapa cromatografica del
esquema de cuatro etapas, se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE al 12%
(Figura 18). En el carril 1, se cargaron 5 pL de marcador de masa molecular. En el carril
2, se cargd 1 pg de suero total. En el carril 3, se aplicO la fraccion de elucion de la
cromatografia de hidrofobicidad (AA); esta fraccion estaba enriquecida en mayor
proporcion por las IgM, IgA e IgG, lo que concuerda con los resultados previamente
reportados por Ramos-Clamont y col., 2006. En el carril 4, se aplicé la fraccion de
lavado de la cromatografia de afinidad agarosa-anti IgA, observandose la ausencia de la
IgA en el perfil electroforético. En el carril 5, se aplico la fraccion de lavado de la
cromatografia de afinidad Sefarosa CL-6B-proteina A; esta matriz permitié remover la
IgG de la fraccion que contenia la IgM. En el carril 6, se cargo la fraccion de lavado
proveniente de la cromatografia de afinidad agarosa-anti IgM; con esta etapa se observo

la remocion las proteinas hidrofobicas arrastradas desde la primera etapa cromatografica.

43



Cadena pesada
IgM de 77 kDa

Cadena pesada IgG

Figura 17. Comprobacion del grado de pureza de la IgM sérica.

La membrana de nitrocelulosa fue incubada con anti-IgA, anti-lIgG y anti-lgM. Los
carriles1-3, muestras a la IgM purificada; no se observan bandas correspondientes a
otras inmunoglobulinas, s6lo la banda caracteristica de la cadena pesada p de la IgM. El
carril 4, corresponde a una muestra de suero total; se observa la banda de IgM vy la banda
de IgG.
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Figura 18. Electroforesis de las fracciones de lavado y elucion de cada etapa

cromatografica.

Carril 1, marcadores de masa molecular. Carril 2, suero total. Carril 3, fraccion de
elucion AA. Carril 4, fraccion de lavado (FxL) de anti-IgA. Carril 5, FXL de Proteina A.
Carril 6, FXL de anti-lgM. Carril 7, fraccion de eluciéon de anti-IgM (IgM aislada). a
corresponde a la cadena pesada de la inmunoglobulina A; vy, a la de la inmunoglobulina
G, u, a la de la inmunoglobulina M. CL, son las cadenas ligeras de las
inmunoglobulinas. Se cargaron 25 pL de cada una de las fracciones en los pozos

correspondientes.
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En el carril 7, se aplico la fraccion de elucion de esta ultima etapa
cromatogréfica; el perfil electroforético mostré una banda de 77 kDa perteneciente a la
IgM. Las bandas de masa molecular mayor a 77 kDa, observadas en los carriles 5y 7,
corresponden a las de las formas poliméricas no reducidas de la IgM reportadas por
Kownatzki y col., en 1973. En su estudio, ellos determinaron la sensibilidad de los
puentes disulfuro a la desnaturalizacion a distintas concentraciones de dithiothreitol.

Estimacion de la Glicosilacion Terminal de la IgM

La comparacién de la glicosilacion terminal de la IgM de pacientes con DM2 y
controles se realizo por ELLA, para ello se utilizé una bateria de lectinas vegetales con
afinidad especifica hacia uno o un grupo de carbohidratos. Las lectinas utilizadas fueron
SNA, MAA, PNA, WGA, RCAI, ECA, Con Ay LCA. En primera instancia, las sefiales
emitidas por la interaccion de cada una de las lectinas con el oligosacarido de la IgM,
fue analizada individualmente. Se observo que la media de la densidad dptica producida
por la lectina SNA, que tiene marcada afinidad por residuos de &cido sialico en uniones
a2-6 (Wiederschai, 2009), fue significativamente menor en los pacientes en
comparacion con la media de la densidad oOptica de los controles; esta disminucion fue
estadisticamente significativa (p < 0.02) (Tabla I) (Figural9). La disminucion de la sefial
observada en el grupo de pacientes, indica que la IgM esta desialilada a expensas del
acido sialico en uniones a2-6, ya que los oligosacaridos de los sitios conservados no
poseen acido sialico en uniones a2-3 (Arnold y col., 2005). Se sabe que las alteraciones
en el contenido de &cido sialico modifican las propiedades bioldgicas de la molécula,
como: la inmunogenicidad, su actividad bioldgica, su taza de aclaramiento y su
capacidad para activar la via clasica del complemento (Muraoka y Shulman, 1989; Sun y
col., 1991; Wormald y col., 1991). Ademas, el &cido sialico de las inmunoglobulinas
determina su vida media; con la disminucidon en la cantidad de &cido sialico terminal en

los oligosacaridos de la IgM, se esperaria la aceleracidn del mecanismo de aclaramiento
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Tabla I. Densidad 6ptica media obtenida por la interaccion entre las lectinas y la IgM.

SNA 0.101 + 0.0410 0.140 + 0.0180 <0.02
MAA 0.069 + 0.0065 0.075 + 0.0055 <0.04
PNA 0.076 + 0.0046 0.084 +0.0048 <0.01
RCAI 0.110 +0.0292 0.143 +0.0272 <0.03
ECA 0.152 + 0.0632 0.214 + 0.0357 <0.03
WGA 0.043 +0.0021 0.041 +0.0016 <0.03
LCA 0.793 +0.3730 0.883 +0.1190 =0.52
Con A 1.232 + 0.6770 1.628 +0.1430 =0.11

Los valores son expresados como medias + la desviacion estandar (DE).
*Nueve sujetos constituyeron el grupo de pacientes.
® Siete sujetos constituyeron el grupo de controles.
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Figura 19. Interaccion entre la lectina SNA y la IgM de pacientes y controles. La
densidad 6ptica media observada en los pacientes fue significativamente menor que la

media de los controles.
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proteico, ya que se incrementa su afinidad por los asialoreceptores hepéticos (Spiess,
1990).

La densidad oOptica media derivada de la interaccion entre las lectinas MAA y
PNA con los oligosacaridos de la IgM, también fueron significativamente menores en
los pacientes con relacion a los controles (Figuras 20 y 21). La lectina MAA, reconoce
acido sialico en uniones a2-3 (Wiederschai, 2009), pero diversos estudios demuestran
que los oligosacéridos de los sitios conservados de N- glicosilacion de la IgM no poseen
acido sialico en uniones a2-3 (Arnold y col., 2005), por lo que la sefial producida por la
lectina es probablemente el resultado de la interaccion de ésta con los oligosacaridos
ubicados en sitios no conservados de glicosilacion en la IgM (Low y col., 1975). La
lectina PNA, posee afinidad por O-oligosacaridos cortos con terminacion en galactosa
unida a B1-3GIcNAc o B1-3GalNAc (Goodarzi y col., 2002). La densidad optica emitida
por la lectina sugiere que la molécula de IgM posee sitios no conservados de
glicosilacion con O-oligosacaridos cortos con terminacién en galactosa, mismo que
probablemente son afectados por los procesos patoldgicos por los que cursa el paciente
diabético (Low y col., 1975).

La lectina RCAI, ha sido ampliamente utilizada como una herramienta versatil
para detectar carbohidratos en los glicanos complejos N-ligados. Se ha demostrado que
la ECA, otra lectina vegetal, presenta una especificidad similar a la de la RCAI. Ambas
lectinas presentan marcada afinidad por los residuos terminales de galactosa de los
oligosacaridos complejos y presentan baja afinidad por oligosacaridos O-enlazados. Las
diferencias en su especificidad radican en que RCAI reconoce B-galactosas y ECA
reconoce estructuras con GalB1-4GIcNAc (Itakura y col., 2007). En las Figuras 22 y 23,
se observé que la media de los pacientes fue significativamente menor en comparacion
con la media de los controles. La baja intensidad de la sefial producida por la interaccion
de la lectina RCAI con la IgM de los pacientes, indicd una reduccion en el contenido de

galactosa terminal en la proteina.
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Figura 20. Interaccién entre la lectina MAA y la IgM de pacientes y controles.

La densidad déptica media observada en los pacientes fue significativamente menor que
la media de los controles.
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Figura 21. Interaccion entre la lectina PNA y la IgM de pacientes y controles.

La densidad éptica media observada en los pacientes fue significativamente menor que

la media de los controles.
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Figura 22. Interaccion entre la lectina RCA 1y la IgM de pacientes y controles.

La densidad éptica media observada en los pacientes fue significativamente menor que

la media de los controles.
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Figura 23. Interaccién entre la lectina ECA y la IgM de pacientes y controles.

La densidad éptica media observada en los pacientes fue significativamente menor que
la media de los controles.
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Al examinar las muestras con la lectina WGA, que reconoce con un elevado
grado de afinidad a las B-GIcNAc unidas al centro quitobiosa (Debray y col., 1981), se
observo que la media de la densidad Optica del grupo de pacientes fue mayor que la
media de los controles (Figura 24); esto sugirié el predominio de glicoformas con
terminacion en B-GICNAc en el grupo de pacientes. Ademas, se sabe que la lectina,
WGA produce una sefial més intensa cuando los azucares estan en forma libre y menos
intensa cuando forman parte de estructuras complejas sialiladas. Es decir, a pesar de que
la WGA es capaz de reconocer a la B-GIcNAC sialilada, el &cido sialico terminal genera
un efecto de enmascaramiento reduciendo la densidad Optica emitida por a lectina
(Debray y col., 1981).

La diferencia en la densidad Optica media emitida por la interaccion de la IgM
con la lectina LCA, no fue estadisticamente significativa entre los pacientes y los
controles (Figura 25). Se ha reportado que LCA tiene afinidad por B-GICNAc 0 manosas
de oligosacéridos cortos, que presentan un residuo de fucosa en el centro quitobiosa
(Goodarzi y col., 2002). Los resultados de este andlisis sugieren que el centro quitobiosa
fucosilado de las estructuras oligosacéaridas en los sitios conservados de N-glicosilacion

Asn-171,332 y 395, no son afectados por la diabetes.

Por otro lado, la diferencia en la densidad optica media emitida por la interaccion
de la IgM con la lectina Con A, no fue estadisticamente significativa entre los pacientes
y los controles (Figura 26). Se ha reportado que Con A presenta una marcada afinidad
por residuos de a-manosas (Lei y Chang, 2009), por lo que los resultados de este analisis
sugieren que el contenido de manosa en los oligosacaridos de la IgM de pacientes y

controles es similar.
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Figura 24. Interaccion entre la lectina WGA y la IgM de pacientes y controles.

La densidad éptica media observada en los pacientes fue significativamente mayor que

la media de los controles.

55



1.400 - P=0.58
1.100 A
: ]
= 1
O -
A 0.800 - =
< -
& ]
— -
0.500 -
0.200

Pacientes Controles

Figura 25. Interaccion entre la lectina LCA y la IgM de pacientes y controles.

La densidad Optica media observada en los pacientes no fue significativa en

comparacion con la media de los controles.
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Figura 26. Interaccion entre la lectina Con A y la IgM de pacientes y controles.

La densidad Optica media observada en los pacientes no fue significativa en
comparacion con la media de los controles.
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Las evidencias anteriores, derivadas del anélisis individual de la afinidad de las
lectinas SNA, MAA, ECA, RCAI, WGA hacia la IgM de los pacientes y los controles,
fueron corroboradas con los resultados obtenidos posteriormente a partir de la relacion

de absorbancia generada por pares de lectinas afines hacia estructuras oligosacaridas.

La relacion SNA/MAA, permitié conocer el contenido relativo de acido sialico
en la molécula de IgM. La media de la relacion SNA/MAA fue significativamente
menor en el grupo de los pacientes en comparacion con el de los controles (Figura 27)
(Tabla I1), este resultado apoyd la hipotesis de que las diferencias observadas en la IgM

de los pacientes, se deben a una disminucion de acido sialico en uniones a:2-6.

El grado de galactosilacion de la molécula de IgM, se determind con las razones
RCAI/SNA y ECA/SNA,; éstas no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo de pacientes y el de controles (Figuras 28 y 29). Estos resultados difieren
del andlisis individual con las lectina RCAI y ECA, que mostré una evidente
hipogalactosilacion en la IgM del grupo de pacientes, en comparacion con el grupo de
controles. La explicaciéon a este fendmeno, radica en la disminucion de la densidad
Optica emitida por ECA y RCAI con la IgM de los controles, que ocurre debido a un
efecto de enmascaramiento producido por el &cido sialico terminal. Se sabe que la
interaccién de ambas lectinas (ECA y RCAI) con sus ligandos; es reducida por la
presencia de &cido sialico (Wu y col., 1997) lo que se traduce en el aumento de la sefial

obtenida en las razones RCAI/SNA y ECA/SNA en los sujetos controles.

No obstante lo anterior, la disminucion en la galactosilacion fue comprobada con
la lectina WGA, la cual presentd una mayor interaccion con la IgM del grupo de
pacientes en comparacion con la de los controles. Las relaciones WGA/RCAI vy
WGAV/ECA permitieron comprobar el grado de N-acetilglucosaminacion en la molécula
de IgM; las medias de las razones fueron significativamente mayores en el grupo de
pacientes en comparacion con las de los controles (p<0.01 y p<0.02, respectivamente)
(Figuras 30 y 31).
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Figura 27. Relacion SNA/MAA entre pacientes y controles.

Se observa que la media de los pacientes, es significativamente menor en comparacion

con la media de los controles. La barra en cada boxplot indica la media de cada grupo.
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Tabla I1. Relacion de densidad Optica entre pares de lectinas afines hacia estructuras
oligosacaridas de la IgM.

Pacientes ? DE Controles ° Valor de p

SNA/MAA 1.457 + 0.557 1.870 +0.238 <0.04

ECA/SNA 1571 +0.489 1.527 +0.201 =0.08

RCAI/SNA 1.184 +0.302 1.028 +0.165 =0.32
RCAI/ECA 0.776 +0.160 0.672 +0.058 =0.10
WGA/RCAI 0.416 +0.099 0.296 +0.047 <0.01
WGA/ECA 0.331 +0.129 0.197 +0.029 <0.02
WGA/SNA 0.508 +0.225 0.299 +0.043 <0.02

Los valores son expresados como medias + la desviacion estandar (DE).
* Nueve sujetos constituyeron el grupo de pacientes.
® Siete sujetos constituyeron el grupo de controles.
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Figura 28. Relacién ECA/SNA entre pacientes y controles.

No se observan diferencias significativas entre la media de pacientes y la media de
controles. Sin embargo, se observa una tendencia en la disminucion de GalB1-4GIcNAc

en la IgM de los pacientes, en comparacion con los controles.
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Figura 29. Relacion RCAI/SNA entre pacientes y controles.

No se observan diferencias significativas entre la media de pacientes y la media de

controles.
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Figura 30. Relacion WGA/RCAI entre pacientes y controles.

Se observé que la media de del grupo de pacientes fue significativamente mayor en

comparacion con la media del grupo de controles. Esta razén sugiere que los

oligosacaridos en la IgM de pacientes, contienen en mayor proporcioén residuos de -

GIcNAc unida al centro quitobiosa.
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Figura 31. Relacion WGA/ECA entre pacientes y controles.

Se observd que la media de del grupo de pacientes fue significativamente mayor en
comparacion con la media del grupo de controles. Esta razén sugiere que los
oligosacaridos en la IgM de pacientes, contienen en mayor proporcioén residuos de -

GIcNAc unida al centro quitobiosa.
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La relacion WGAJ/SNA, permitio corroborar la informacion obtenida
anteriormente, ya que observamos, que la media de la razon fue significativamente
mayor en los pacientes con relacion a los controles (Figura 32). De esta manera,
podemos inferir que la cantidad relativa de B-GICNAc es mayor que la cantidad de acido
sidlico en la IgM del grupo de pacientes en comparacion con la IgM del grupo de

controles.

Los datos obtenidos por la comparacion de las sefiales individuales originadas
por la interaccion de las lectinas individuales con la IgM de los pacientes y los controles,
sugieren que las estructuras oligosacaridas de los sitios Asn-171, 332 y 395 de la IgM de
los pacientes, las cuales deberian tener 70.9% de estructuras mono-sialiladas con
predominio de la isoforma (Fuc;GIcNAc,MansGIcNAc,Gal;NeuAc;), estan siendo
afectadas por los procesos patoldgicos por los que cursa el paciente diabético,
observandose una evidente hiposialilacion e hipogalactosilacion, que deja expuestos los
residuos de B-GIcNAc. Las alteraciones de glicosilacion encontradas en pacientes con
DM2, podrian ayudar a esclarecer la susceptibilidad y frecuencia de los pacientes al
desarrollo de infecciones, porque se sabe que las alteraciones en la fraccion
oligosacéarida de las inmunoglobulinas, en especial del contenido de &cido siélico, afecta
la capacidad de uni6n al antigeno, su conformacién, solubilidad, taza de aclaramiento y
su capacidad para activar la via clasica del complemento (Arnold J. y col., 2006; Arnold
J. ycol., 2007).

Finalmente, algunos estudios demuestran que la lectina con afinidad a manosa
(MBL) se une con mayor avidez a residuos terminales de f-GIcNAc. Esta interaccion
constituye una ruta de aclaramiento alternativa para los inmunocomplejos del suero, y es
un mecanismo de activacion del complemento para las inmunoglobulinas que han
reconocido un antigeno. Por lo anterior, es posible especular que en los pacientes con

DM2, la IgM podria contribuir a la activacion inapropiada de la via del complemento vy,
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Figura 32. Relacion WGA/SNA entre pacientes y controles.

Se observé que la media del grupo de pacientes fue significativamente mayor en
comparacion con la media del grupo de controles. Esta razon, confirma que la

terminacion de los oligosacaridos en la IgM de pacientes es del tipo de B-GIcNAC.
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en consecuencia al mantenimiento del estado inflamatorio (Arnold y col., 2006; Arnold
y col., 2007) ,asociado con las complicaciones vasculares y renales de la DM (Hansen y
col., 2004; Hansen y col., 2003). El estado inflamatorio sistémico por el que cursan los
pacientes con DM2 (Browning y col., 2004; Duncan y col., 2003) ha sido ampliamente
estudiado y se ha asociado también con el aumento en la concentracion sérica de
proteinas de fase aguda que presentan cambios en la glicosilacion (Chavan y col., 2005;
Havenaar y col., 1998; Higai y col., 2003); se ha especulado que estas alteraciones estan
intimamente relacionadas con elevacion de &cido sidlico sérico en los pacientes con
DM2 (Gavella y col., 2003). Adicionalmente, el incremento de las glicoformas con
terminacion en B-GIcNAc podria favorecer el aclaramiento proteico de la IgM sérica,
porque estas glicoformas tienen mayor afinidad por los asialoreceptores hepéticos que

las glicoformas sialiladas (Spiess, 1990).

Muchos de los cambios de glicosilacion que afectan el contenido relativo de
acido sialico y otros carbohidratos, pueden ser explicados por el efecto de factores como
la edad, alteraciones genéticas u otros procesos patoldgicos especificos (Knezevic y col.,
2010), por esta razén la muestra de pacientes incluida en este estudio fue pareada por
sexo y edad con el grupo control; de esta manera se redujo la influencia de la edad sobre
los resultados obtenidos y, por lo tanto, la hipogalactosilacion encontrada en la IgM del
paciente diabético se puede atribuir directamente a los eventos patogénicos vinculados
con la DM2.

Poco se sabe acerca de los procesos metabdlicos del paciente con DM2 que
podrian afectar la glicosilacion de la inmunoglobulina M. En el 2001, Yarema y
Bertozzi, sugirieron que diversos factores externos al proceso de biosintesis pueden
afectar el proceso de glicosilacion, incluyendo la hiperglicemia cronica, el estrés
oxidativo o incluso alteraciones en la biodisponibilidad de sustratos o intermediarios del
proceso de glicosilacion (Anderson, 1975; Yarema y Bertozzi, 2001). De igual forma en
el 2006, Pasek y col., sugirieron que la disminucién en el contenido de galactosa y acido

sidlico en las cadenas oligosacaridas podria deberse a la alteracion en la accion de las
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enzimas galactosiltransferasa y la sialiltransferasa, respectivamente (Pasek y col., 2006).
El conjunto de evidencias nos deja claro que los cambios encontrados en la IgM no son
producto de la edad, sino que se podrian ser atribuidos a los eventos patogénicos por los
que cursa el paciente diabético, los cuales pueden influir directa o indirectamente en la

sintesis de los oligosacaridos y/o en su estabilidad estructural.
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CONCLUSIONES

La diabetes mellitus, se ha convertido en uno de los mayores problemas de salud
a nivel mundial, debido a las altas tasas de mortalidad y morbilidad. Las altas
concentraciones de glucosa por largos periodos de tiempo inducen a cambios
metabolicos importantes que conllevan a alteraciones generalizadas en el organismo de
estos pacientes. Las infecciones recurrentes y de dificil control, en especial en aquellos
pacientes con pobre control glicémico, afectan significativamente la calidad de vida de

los pacientes.

Considerando que, la susceptibilidad de los pacientes diabéticos al desarrollo de
infecciones puede ser explicada por los cambios en la fracciéon oligosacarida de la
inmunoglobulina, el presente trabajo, se enfoco en estimar los cambios de glicosilacion
terminal de la IgM de pacientes con DM2 con respecto a un grupo de sujetos controles

euglicémicos aparentemente sanos.

Para ello, se purificd la IgM por medio de un esquema cromatogréfico en cuatro
etapas; este esquema, permitié obtener a la IgM con un alto grado de pureza, reduciendo
la cantidad de proteinas séricas que interaccionan con la matriz de inmunoafinidad
agarosa-anti IgM. El esquema cromatografico no sélo permitié obtener la fraccion de
IgM, sino que también permiti6 obtener las fracciones de (IgA e 1gG), a partir de 1mL

de suero humano total, para realizar otros estudios.

Los resultados del analisis de afinidad entre la IgM y las lectinas SNA, MAA,
RCAI, ECA y WGA, asi como sus relaciones (SNA/MAA, ECA/SNA, RCAI/SNA,
RCAI/ECA, WGA/RCAI, WGA/ECA y WGA/SNA), permitieron evaluar la
glicosilacion terminal de la IgM. El anélisis de los resultados de la interaccion de la IgM
con las lectinas, asi como los indices de lectinas radios, sugieren que la IgM del grupo
de pacientes estd hiposialilada e hipogalactosilada en relacion a la de los sujetos
controles
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Estas evidencias, en conjunto sugieren que los cambios metabolicos propios de la
diabetes, generan alteraciones que afectan la glicosilaciéon de la IgM. Sin embargo, con
estas evidencias no es posible identificar la ubicacion de la afectacion, que bien podria
darse en los linfocitos B, alterando enzimas como la galactosiltransferasa y
sialiltransferasa, responsables de la adicion de galactosa y 4&cido sidlico a las
glicoproteinas, respectivamente, o bien a nivel de la remosion de carbohidratos
terminales por accion de enzimas como la sialidasa. En ambos casos, se obtendrian las
mismas alteraciones en los perfiles de glicosilacién de la IgM que fueron detectadas en

este trabajo.

Finalmente, es importante sefialar que tampoco hay evidencias de que la
reduccion de la glicosilacion terminal de la IgM afecte sus funciones efectoras en los
pacientes diabéticos. Por estas razones, se requieren nuevos estudios para esclarecer la
relacién entre los cambios en la glicosilacion terminal de la IgM y sus funciones
efectoras, asi como para determinar la etiologia de la hiposialilacion e
hipogalactosilacion de la IgM en los pacientes con DM2.
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