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OBJETIVOS 
 
 
 

Objetivo General 
 
 

Demostrar que la transferrina sérica de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 se 

encuentra hiposialilada, en relación con la transferrina sérica de sujetos aparentemente 

sanos. 

 
 
 

Objetivos Específicos 
 
 

1. Aislar la transferrina sérica de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y de los 

sujetos euglicémicos aparentemente sanos, con el fin de tener a la proteína 

significativamente pura y realizar el análisis de glicosilación terminal. 

2. Determinar la afinidad de la transferrina sérica de los pacientes y controles hacia 

un grupo de lectinas vegetales, con el fin de estimar la glicosilación terminal de 

la glicoproteína. 

3. Comparar estadísticamente la afinidad de la transferrina sérica de los pacientes y 

controles por las lectinas vegetales para estimar las diferencias de glicosilación 

terminal. 
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RESUMEN 
 
 
 

La diabetes mellitus 2 (DM2), es un síndrome plurimetabólico de muy alta 

prevalencia mundial. Su desarrollo está asociado con el estilo de vida sedentario y la 

obesidad, pero la alta prevalencia de DM2 se explica también por la predisposición 

genética de la población a esta enfermedad. La principal característica de la DM2 es la 

hiperglicemia crónica, la cual es la  principal responsable de diversas complicaciones 

metabólicas que conllevan a diversos daños orgánicos, los cuales son exacerbados por el 

estrés oxidativo y la peroxidación lipídica.  

El fierro libre, que es capaz de estimular la producción de radicales libres, 

contribuye al estrés oxidativo, por lo que uno de los principales mecanismos de defensa 

antioxidante es el secuestro de este metal por la transferrina (Tf), una proteína sérica 

transportadora de fierro. Se ha observado que la concentración de transferrina sérica en 

los pacientes con DM2 es menor que la de personas sanas, pero se desconoce el origen 

de la hipotransferrinemia, por lo que una explicación alternativa de los niveles séricos de 

transferrina podría ser la pérdida de los carbohidratos terminales de su estructura. De la 

misma forma que ocurre cuando cualquier otra glicoproteína sérica pierde ácido siálico, 

la transferrina con poco siálico podría ser rápidamente aclarada por el hígado. Por lo 

anterior, el objetivo de este proyecto fue demostrar que la transferrina sérica de 

pacientes con diabetes mellitus tipo 2 se encuentra hiposialilada, en relación con la 

transferrina sérica de sujetos euglicémicos, aparentemente sanos, pareados por sexo y 

edad con el grupo de pacientes. 

 Se realizó un muestreo no probabilístico, 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 transferrina se realizó por cromatografía de 

afinidad con metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés), utilizando una 

matriz de Sefarosa 4B-iminodiacetato-níquel, la transferrina se separó del adsorbente en 
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la última fase de la elución a pH 4.0. La elevada pureza de la fracción de Tf de la 

fracción de elución a pH 4.0 fue comprobada por electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes y reductoras e inmunodetección. 

 La estimación de la glicosilación terminal de la Tf aislada, fue realizada 

mediante un ensayo inmunoadsorbente ligado a lectinas (ELLA, por sus siglas en 

inglés), utilizando una batería de lectinas vegetales con afinidad específica hacia uno o 

un grupo de carbohidratos determinados. Las lectinas utilizadas fueron: Sambucus nigra 

(SNA), Maackia amurensis (MAA), Canavalia ensiformis (Con A), Arachis hypogaea 

(PNA), Lens culinaris agglutinin (LCA), Erythrina cristagalli agglutinin (ECA) y 

Triticum vulgaris (WGA).  

 Los resultados obtenidos con las lecturas individuales de las lectinas (SNA. 

MAA, PNA, ECA, Con A, y WGA) y las relaciones entre lectinas (SNA/MAA, 

SNA/PNA, MAA/PNA, ECA/SNA Y ECA/MAA), sugieren que la Tf de los pacientes 

está hipersialilada a expensas del predominio de glicoformas tetra y pentasialiladas. La 

hipersialilación de la Tf indica que el aumento del aclaramiento hepático de la molécula 

no es la causa de la reducción en su concentración plasmática. 

Finalmente, en el grupo de los pacientes también se demostró la elevación de la 

concentración sérica de ácido siálico total, lo que sugiere que la hipersialilación de la Tf 

de los pacientes, podría contribuir a la elevación del ácido siálico total sérico.  
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INTRODUCCIÓN 
 
 
 

La diabetes mellitus 2 (DM2), es un síndrome plurimetabólico de muy alta 

prevalencia mundial, que afecta a más del 8% de la población adulta mexicana y es la 

causa de aproximadamente 2,9 millones de muertes en nuestro país (OMS, 2010). Su 

desarrollo está asociado con el estilo de vida sedentario y la obesidad, pero la alta 

prevalencia de DM2 se explica también por la predisposición genética de la población a 

esta enfermedad (ADA, 2010). 

La principal característica de la DM2 es la hiperglicemia crónica, que no produce 

manifestaciones clínicas al iniciar la enfermedad pero que al cabo de los años es la 

principal responsable de diversas complicaciones metabólicas que dañan órganos como 

los ojos (retinopatía y cataratas), cerebro (neuropatía diabética), riñones (nefropatía 

diabética) y corazón (Cylwik y col., 2006; Klein, 1995; Laakso, 1999; Quinn, 2001; Van 

Dam y col., 1995). Las complicaciones cardiovasculares y renales de la diabetes, son las 

principales responsables de la elevada tasa de mortalidad entre los pacientes con DM2 

(Kanwar y col., 2008; Laakso, 2001). 

En la DM2, los daños orgánicos provocados por la hiperglicemia son 

exacerbados por el estrés oxidativo y la peroxidación lipídica (Giugliano y col., 1996; 

Memisogullari y col., 2003). El fierro libre, que es capaz de estimular la producción de 

radicales libres, contribuye al estrés oxidativo, por lo que uno de los principales 

mecanismos de defensa antioxidante es el secuestro de este metal por la transferrina, una 

proteína sérica transportadora de fierro (Van Campenhout y col., 2003). Sin embargo, 

los pacientes con DM2 suelen tener una elevada tasa de glicación de la transferrina, 

reduciendo con ello su afinidad por el fierro y aumentando los efectos pro-oxidantes del 

metal (Fujimoto y col., 1995; Thomas y col., 2004). 
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Por otro lado, se ha observado que la concentración de transferrina sérica en los 

pacientes con DM2 es menor que la de personas sanas, de ahí que esta proteína sea 

considerada un marcador negativo de fase aguda (Memisogullari y Bakan, 2004; Ritchie 

y col., 1999). Pero aunque su utilidad clínica es indiscutible, se desconoce el origen de la 

hipotransferrinemia en los pacientes con DM2 (Gomme y col., 2005). Es posible que la 

excreción urinaria de transferrina sea una de las causas de la disminución de la proteína 

en el suero, porque se detecta transferrina en la orina de los pacientes con DM2 aún 

antes de presentarse microalbuminuria clínica (Worthley y col., 2001). Otra posible 

causa de la hipotransferrinemia podría ser la pérdida de carbohidratos terminales en la 

proteína. La transferrina es una proteína N-glicosilada sintetizada y metabolizada 

principalmente por los hepatocitos (Arefanian y Djalali, 2002), que es aclarada de la 

misma forma que ocurre cuando cualquier otra glicoproteína sérica pierde ácido siálico 

(un carbohidrato ubicado en la porción terminal de los oligosacáridos ligados a las 

glicoproteínas  (Arndt, 2001; Cylwik y col., 2006; Sönmez y col., 2000; Vázquez-

Moreno y col., 2001). Esta última hipótesis fue evaluada en el presente proyecto y, por 

lo tanto, el objetivo fue demostrar que la transferrina sérica en pacientes con diabetes 

mellitus tipo 2 se encuentra hiposialilada, en relación con la transferrina sérica de sujetos 

euglicémicos, aparentemente sanos. 
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ANTECEDENTES 
 
 
 

Epidemiología, Etiología y Patogénesis de la Diabetes Mellitus Tipo 2 
 
 

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un síndrome plurimetabólico multifactorial 

caracterizado por hiperglicemia crónica (Alberti y col., 1998). La DM2 es una de las 

enfermedades con mayor tasa de morbilidad y mortalidad en el mundo. Así mismo, la 

incidencia de este padecimiento ha aumentado rápidamente alcanzando proporciones 

endémicas (Dabelea y col., 1998; Hanson y col., 2002; Schulz y col., 2006). Se ha 

estimado que 230 millones de personas, a nivel mundial, sufren de diabetes y que en el 

año 2030 habrá alrededor de 366 millones de pacientes con esa afección (WHO, 2010; 

Wild y col., 2004; Zimmet, 2000). México ocupa el undécimo lugar a escala mundial y 

el segundo en América latina, sólo rebasado por Brasil (WHO, 2010; Wild y col., 2004). 

En Sonora, a partir del año 2000, la DM2 2 afecta hasta el 16% de los adultos mayores 

de 30 años en zonas urbanas, duplicando la prevalencia nacional media de 8.2%. 

(Álvarez-Félix y col., 2006; Vázquez-Martínez y col., 2006). 

La etiología de la DM2 se vincula con factores genéticos altamente 

heterogéneos, que pueden afectar la síntesis, secreción y/o acción de la insulina (Aitman 

y Todd, 1995; Davidson, 1995; Hanson y col., 1995; Klemm y Paschke, 2000; 

Murakami y Shima, 1995), o los procesos metabólicos de asimilación de la glucosa. 

Además, otros factores relacionados con el origen de la enfermedad están vinculados 

con el estilo de vida; entre ellos, los componentes principales son la adiposidad visceral 

y el sedentarismo (Fujimoto y col., 1995; Heilbronn y col., 2004).  

En la evolución de la DM2, se presentan cambios bioquímicos y metabólicos que 

contribuyen al desarrollo de las complicaciones micro y macrovasculares de la diabetes 

(Alberti y col., 1998; Klein, 1995; Laakso, 1999). El principal factor de riesgo de las 

complicaciones microvasculares es la hiperglicemia (ADA, 2010), pero aún cuando las 
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evidencias sugieren que el control glicémico está estrechamente relacionado con la 

magnitud de las alteraciones macrovasculares, en este caso no está bien definida la 

relación patogénica (Laakso, 2001; Zimmet, 2000). La hiperglicemia puede causar 

aterosclerosis por varios mecanismos (Berliner y col., 1995), como el estrés oxidativo y 

carbonílico que incrementan las tasas de glicación y/o peroxidación de lípidos y 

proteínas así como la formación de productos finales de glicación avanzada (AGE´s, por 

sus siglas en inglés.(Esper y col., 2008; McCance y col., 1993; Nourooz-Zadeh y col., 

1995; Vivekanadan-Giri y col., 2008; Wolff y col., 1991) El fierro libre, que es capaz de 

estimular la producción de radicales libres, contribuye al estrés oxidativo, por lo que uno 

de los principales mecanismos de defensa antioxidante es el secuestro de este metal por 

la transferrina, una proteína sérica transportadora de fierro (Gomme y col., 2005; Van 

Campenhout y col., 2003; Wolff y col., 1991). Sin embargo, los pacientes con DM2 

suelen tener una elevada tasa de glicación de la transferrina, reduciendo con ello su 

afinidad por el fierro y aumentando los efectos pro-oxidantes del metal (Ahmed, 2005; 

Memisogullari y Bakan, 2004). Es por ello que cada día cobra más auge el estudio de 

esta proteína como marcador de riesgo de complicaciones (Fumeron y col., 2006). Pero 

para descifrar la relevancia clínica de la transferrina, es necesario avanzar en su 

caracterización bioquímica.  

 
 
 

Evidencias Clínicas de la Alteración en la Concentración de Transferrina Sérica 
 
 

La transferrina ha sido objeto de estudio de varios grupos de investigadores 

durante los últimos años, gracias a la controversia generada por la posibilidad de que su 

disminución en el suero de pacientes diabéticos sea un factor de riesgo de 

complicaciones de la diabetes (Kemp y col., 1984; Memisogullari y Bakan, 2004). Se ha 

observado que la concentración de transferrina sérica en los pacientes con DM2 es 

menor que la de personas sanas, de ahí que esta proteína sea considerada como un 

marcador negativo de fase aguda (Memisogullari y Bakan, 2004; Ritchie y col., 1999). 
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Desde la década de los 90’s, se sabe que hay una elevación significativa en la 

excreción urinaria de transferrina en pacientes con diabetes (Kazumi y col., 1999; 

O'Donnell y col., 1991), así como de otras proteínas como la IgG y la ceruloplasmina, 

que podrían predecir el desarrollo de microalbuminuria en pacientes con DM2, 

proporcionando métodos adicionales para el descubrimiento temprano de nefropatía 

(Narita y col., 2004), debido a que su excreción urinaria aumenta antes de presentarse 

microalbuminuria clínica (Worthley y col., 2001). 

Por otro lado, la transferrina es una proteína sérica N-glicosilada que es aclarada 

del torrente circulatorio cuando sus oligosacáridos pierden una cantidad importante del 

ácido siálico (un carbohidrato ubicado en la porción terminal de los oligosacáridos). Se 

ha reportado que existe una correlación negativa entre los niveles de ácido siálico sérico 

y la concentración de transferrina sérica en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 

(Memisogullari y Bakan, 2004), por lo que una explicación alternativa de los niveles 

séricos de transferrina podría ser la pérdida de los carbohidratos terminales de su 

estructura. De la misma forma que ocurre cuando cualquier otra glicoproteína sérica 

pierde ácido siálico, la transferrina con poco siálico podría ser rápidamente aclarada por 

el hígado (Cylwik y col., 2006). 

 
 
 

Microheterogeneidad de la Transferrina Sérica 
 
 

Una glicoproteína en particular puede presentar diferentes formas que difieren en 

la estructura de una o más unidades en sus oligosacáridos. Esta microheterogeneidad 

puede ser tan sutil como los cambios estructurales asociados con una sola unidad 

monomérica de los oligosacáridos (Jong y col., 1995; McNaught y Wilkinson, 1997). 

Sin embargo, no todos los cambios en la estructura de los oligosacáridos son 

compatibles con la preservación de las funciones nativas de las glicoproteínas de las que 
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forman parte. Por ejemplo, la pérdida significativa de ácido siálico provoca el 

aclaramiento de la mayoría de las glicoproteínas que la experimentan. 

La transferrina es la proteína transportadora de hierro más importante, es 

sintetizada principalmente en los hepatocitos y está conformada por tres dominios 

subestructurales, con una sola cadena polipeptídica, dos sitios independientes para la 

unión al metal (en el dominio N-terminal y en el C-terminal) y dos N-oligosacáridos de 

tipo complejo en el dominio C-terminal, en las posiciones 413 y 611 (Arndt, 2001).  

Los dos N-oligosacáridos pueden presentarse como estructuras bi-, tri- y tetra-

antenarias (Van Noort y col., 1994). Cada antena contiene una molécula de ácido siálico 

terminal (cargado negativamente). Debido a esto, existen diferentes isoformas de 

transferrina en el suero, que van desde la asialo-transferrina y la monosialo-transferrina, 

hasta la octasialo-transferrina (Van Noort y col., 1994).  

De la concentración total de transferrina en suero, menos del 1.5% pertenece a 

heptasialo-transferrina (Tf), entre 1 y 3% a hexasialo-Tf, del 12 al 18% a pentasialo-Tf, 

del 4.5 al 9% a trisialo-Tf, menos del 2.5% a disialo-Tf y la más abundante, que se 

encuentra del 64 al 80%, corresponde a la tetrasialo-Tf. Las isoformas asialo-, 

monosialo- y octasialo-Tf, no son detectables o representativas, encontrándose en menor 

porcentaje, menos del 0.5% (asialo-Tf) y menos del 0.9% (monoasialo-Tf), 

respectivamente, del total de la molécula de Tf bajo condiciones no patológicas (ver 

Figura 1; Arndt, 2001; Mårtensson y col., 1997).  
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Figura 1. Microheterogeneidad de transferrina sérica humana atribuible al diferente 

grado de sialilación de las cadenas de N-oligosacáridos. 

 

La isoforma más abundante en personas sanas, corresponde a la tetrasialo-Tf (segunda 

figura de arriba hacia abajo). 

 

Modificado de Arndt, 2001.  
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El punto isoeléctrico (pI) de cada molécula de Tf decrece entre 0.1 y 0.2 

unidades de pH con cada residuo de ácido siálico terminal unido a la cadena del N- 

oligosacárido, es decir, el pI para la isoforma más abundante, tetrasialo-Tf, es de 5.4, por 

lo que para las isoformas de menor concentración: disialo-, trisialo- y pentasialo-Tf es de 

5.7, 5.6 y 5.2 respectivamente (Wuyts y col., 2001). 

Stibler y Kjellin fueron los primeros en reportar la presencia de isoformas de Tf 

con pI >5.7 en el líquido cerebroespinal y en el suero de pacientes alcohólicos. Estas 

isoformas, con una vida media aproximada de 14 días, se presentaban en altas 

concentraciones en el suero de los pacientes con alcoholismo activo, pero desaparecían 

después de un periodo de abstinencia importante (Stibler, 1991; Stibler y col., 1978; 

Stibler y col., 1979). Actualmente este grupo de isoformas, que incluyen la asialo-Tf, 

monosialo-Tf y disialo-Tf, se conocen en conjunto como Transferrina Deficiente en 

Carbohidratos (CDT, por sus siglas en inglés (Coddeville y col., 1998; Sanz-Nebot y 

col., 2003; Stibler, 1991). En el caso de la DM2, no se sabe si la reducción de la 

transferrina está asociada con la disminución de la transferrina altamente sialilada, 

especialmente debido a que en los pacientes el porcentaje de CDT está 

significativamente bajo y correlaciona negativamente con la concentración de SA 

(Cylwik y col., 2006).  

 
 
 

Estructura y Funciones Normales de la Transferrina Humana Sérica 
 
 

La transferrina sérica es una glicoproteína, formada por una única cadena 

polipeptídica de 679 aminoácidos, con una masa molecular de 79.5 kDa. Consta de dos 

lóbulos de similar estructura interna e independientes para la fijación de Fe3+, el lóbulo 

N-terminal y el C-terminal, cada uno está plegado formando dos dominios a los que se 

une de manera reversible el hierro férrico. Los aminoácidos que unen al ión de hierro 

férrico son los mismos para los dos lóbulos: dos tirosinas (Y), un ácido aspártico (D), 
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una histidina (H) y un anión que es usualmente carbonato (CO3
2-) (ver Figura 2; 

Mckenzie, 2000). 

La principal función de la Tf es el transporte de fierro en la sangre. La 

transferrina se une específicamente al Fe+3, formando el complejo Tf-Fe+3 que circula 

libremente por el plasma transportando el metal hacia las moléculas de almacenamiento, 

como la ferritina o la hemosiderina (Bernadette, 2007.). El complejo Fe+3-Tf también 

llega a la médula ósea, en donde el metal es captado por células precursoras 

eritrocitarias, gracias a la endocitosis mediada por receptores, para su uso en la síntesis 

de hemoglobina (el fierro forma parte del grupo hem de la hemoglobina; ver Figura 3). 

Su concentración en suero es de 2.22 – 3.70 g/L y tiene una vida media de alrededor de 

7 días (Tortora y Grabowski, 2002). 

La parte glucosídica de la Tf, la constituyen dos cadenas de oligosacáridos 

complejas N-enlazadas a los residuos de asparagina (Asn413, 611) del dominio C-terminal, 

las cuales varían en su grado de ramificación, presentando estructuras con dos ó tres 

ramificaciones externas o antenas. Cada antena puede o no terminar con un residuo de 

ácido siálico (ácido N-acetilneuramínico) cargado negativamente. El ácido siálico 

contribuye a la carga total de la glicoproteína (ver Figura 4; Deschamps y col., 2003). 

El proceso de N-glicosilación de la transferrina es similar al de otras 

glicoproteínas séricas, por lo que se lleva a cabo sobre residuos de asparagina (Asn). La 

primera etapa inicia en el retículo endoplásmico, con la intervención de un portador 

lipídico llamado dolicol, sobre el que se sintetiza un oligosacárido precursor que 

contiene nueve residuos de manosa (Man), tres residuos de glucosa (Glc) y dos residuos 

de N-acetil glucosamina (GlcNAc) (Glc3Man9GlcNAc2,). 
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Figura 2. Transferrina unida a hierro. 

 

Los dos puntos de la transferrina, en los que se une el hierro están localizados en la base 

de una hendidura de la proteína, como se muestra esquemáticamente en esta figura. El 

hierro (+3) se une a un átomo de N del aminoácido histidina y a tres átomos de oxígeno 

de la tirosina y del ácido aspártico. La quinta y sexta posición de coordinación del metal 

están ocupadas por átomos de oxígeno del anión carbonato (CO3
-2), que a su vez está 

anclado por interacciones electrostáticas con el aminoácido arginina, cargado 

positivamente, y mediante puentes de H al tramo en hélice de la proteína. 

 

Modificado de Baker y col., 1990.  
 
 

  



 

11 
 

 

Figura 3. Metabolismo del Hierro. 
 

Cuando el hierro se absorbe del intestino delgado, se combina inmediatamente en el 

plasma sanguíneo con la apotransferrina para formar transferrina que después se 

transporta al plasma. En el citoplasma celular el hierro se combina con la apoferritina, 

para formar ferritina, una proteína de almacenamiento de hierro. Cuando la cantidad de 

hierro disminuye, parte del hierro de la reserva ferritina se libera y se transporta en 

forma de transferrina hacia zonas donde se necesita. La transferrina se une fuertemente a 

receptores de las membranas celulares de los eritroblastos en la médula ósea para la 

formación de hemoglobina nueva. 

 

Adaptado de Guyton y Hall, 2006. 
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Figura 4. Transferrina tetrasialilada. 

 

Se muestra una glicoforma de la transferrina con cuatro residuos terminales de ácido 

siálico. 

 

Modificado de Lourin, 1996. 
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Una vez terminada la síntesis del oligosacárido precursor, éste es transferido a la 

proteína naciente, y unido covalentemente al átomo de nitrógeno (N-) de la cadena 

lateral del residuo de asparagina (Asn). En la segunda etapa de procesamiento, que 

continúa en el RE,  el N-glicano es recortado por la acción de glicosidasas y 

manosidasas, enzimas que eliminan unidades de Glc y Man, respectivamente, lo que 

permite la modificación del posterior del oligosacárido con diversos carbohidratos, 

mediante la adición de GlcNAc, galactosa, fucosa y ácido siálico, que se agregan gracias 

a la acción sucesiva de diferentes familias de glicotransferasas (GT) que transfieren 

distintos tipos de carbohidratos al glicano en procesamiento; esta última etapa, se lleva a 

cabo en el aparato de Golgi (ver Figura 5; Martínez-Duncker y col., 2008; Voet y col., 

2007). 

Mediante el estudio de diversas enfermedades crónicas (Arnold y col., 2008; 

Campbell y col., 2001; Carchon y col., 2004; Ceciliani y Pocacqua, 2007; Higai y col., 

2003; Orntoft y Vestergaard, 1999; Van Rensburg y col., 2000; Vázquez-Moreno y col., 

2001), se ha demostrado que las etapas postraduccionales de la N-glicosilación son 

altamente sensibles a las variaciones metabólicas celulares. Por esta razón, cabe esperar 

que los N-oligosacáridos de glicoproteínas como la Tf, de los pacientes con una 

enfermedad plurimetabólica crónica como la DM2, sean susceptibles a modificaciones 

terminales. Esta hipótesis es congruente con la observación de que los pacientes con 

DM2 presentan una concentración reducida de transferrina sérica. Se desconoce el 

origen de la hipotransferrinemia, pero las alteraciones en su glicosilación podrían 

explicarla. 

Por lo anterior, el objetivo de este proyecto fue demostrar que la transferrina 

sérica de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 se encuentra hiposialilada, en relación 

con la transferrina sérica de sujetos aparentemente sanos. 
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Figura 5. N-glicosilación de una proteína.  

Modificado de Voet y col., 2007. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 

Diseño de Investigación 
 
 

Tipo de Investigación 
 
 

Se trata de un estudio transversal, observacional y analítico. Este tipo de estudio 

identifica a personas con una enfermedad y los compara con un grupo control apropiado 

que no tenga la enfermedad. Se estudian simultáneamente una o más variables mediante 

las que se pueda estimar los eventos relacionados con la enfermedad de la población de 

pacientes bien definida, en un momento determinado, pero no permite conocer la 

secuencia temporal de los acontecimientos (Pagano y Gauvreau, 2001).  

 
 
 

Muestras de Estudio 
 
 

Transferrina aislada de nueve muestras séricas de pacientes con DM2 y de siete 

muestras séricas de sujetos aparentemente sanos, normoglicémicos, pareados por sexo y 

edad con el grupo de pacientes. Las muestras fueron seleccionadas de la base de datos 

del proyecto “Cuantificación Simultánea de la Inmunoglobulina A1,  Proteína C 

Reactiva, y Homocisteína Plasmática, para Evaluar el Riesgo de Complicaciones 

Vasculares en Pacientes con DM2”, por lo que el muestreo fue de tipo no probabilístico, 

por conveniencia. El grupo de pacientes incluyó sujetos de ambos sexos, 

independientemente del tiempo de diagnóstico y del tratamiento. Los pacientes no 

presentaron artritis reumatoide, osteoartritis, neoplasias, alcoholismo, anemias, 

infecciones urinarias, trastornos autoinmunes y/o trastornos hepáticos no vinculados a la 

diabetes, ni infecciones en el momento de la toma de muestra sanguínea ni en las dos 

semanas previas a la toma de muestra. 
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Lugar del Estudio 
 
 

Laboratorio de Bioquímica Clínica del Departamento de Medicina y Ciencias de 

la Salud de la Universidad de Sonora. 

 
 
 

Reactivos y Materiales 
 
 

La Sefarosa 4B utilizada para la síntesis de la Sefarosa-iminodiacetato (Vázquez-

Moreno y col., 1992) fue adquirida de Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). Las 

lectinas biotiniladas, Sambucus nigra (SNA), Maackia amurensis (MAA), Erythrina 

cristagalli (ECA), Arachis hypogaea (PNA), Wheat germ agglutinin (WGA), Canavalia 

ensiformis (Con A) y Lens culinaris (LCA) fueron obtenidas de Oxford GlycoSystems 

(NY, USA). Todos los antisueros, además de los reactivos de grado analítico fueron de 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos los procesos cromatográficos fueron 

realizados con el equipo de baja presión Econo Chromatographic System, de Bio-Rad 

(USA). 

 
 
 

Cuantificación de Proteínas Séricas Totales de las Muestras Seleccionadas 
 
 

 Los sueros del grupo de pacientes diabéticos y del grupo control, fueron filtrados 

utilizando filtros de nylon de 0.45 μm (Corning corp., NY, USA) para posteriormente 

cuantificar la concentración proteica por el método de UV a 280 nm (Espectrofotometro 

AquaMate, Thermo Corp., USA) (Aitken y Learmonth, 1996; Stoscheck, 1990) 
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Aislamiento de Transferrina Sérica por Cromatografía de Afinidad 

por Metales Inmovilizados (IMAC) 

 
 

Para el aislamiento de transferrina sérica, el suero de las 16 muestras sanguíneas 

fue fraccionado por un esquema cromatográfico de una etapa, utilizando cromatografía 

de afinidad por metales inmovilizados, a temperatura ambiente. El adsorbente utilizado 

fue Sefarosa 4B-iminodiacetato (Vázquez-Moreno y Candia-Plata, 1996), cargado con 

NiSO4 · 6H2O, 50 mM. La matriz fue equilibrada con 2 volúmenes de una solución de 

NaCl 1 M/MOPS 10 mM, pH 6.5, 5.5, 4.0 y con 4 volúmenes de la misma solución, 

pero a pH de 7.6. El volumen de la cama cromatográfica con el gel ya equilibrado fue de 

10.6 mL. Se aplicó 1 mL  (69 – 78 mg de proteína por mL) de suero humano (problema 

o control), a la fase estacionaria, a una velocidad de flujo de 0.25 mL/min, previamente 

ajustado con NaCl 2 M/MOPS 10 mM, pH 7.6, condiciones bajo las cuales se ha 

demostrado que se produce la adsorción principal de las inmunoglobulinas séricas 

(Vázquez-Moreno y Candia-Plata, 1996). Las proteínas no adsorbidas a la matriz fueron 

eliminadas lavando la columna con NaCl 1 M/MOPS 10 mM, pH 7.6. La elución de las 

proteínas adsorbidas se promovió por la acidificación discontinua de la fase móvil con 

NaCl 1 M/MOPS 10 mM, pH 6.5, 5.5 y 4.0. Cada fracción eluida fue rápidamente 

neutralizada con Trizma base 100 mM, pH 8.0. La transferrina se separó del adsorbente 

en la última fase de la elución a pH 4.0. El aislamiento de transferrina fue monitoreado 

espectrofotométricamente a 280 nm. Las proteínas remanentes se liberaron de la matriz 

con una solución de guanidina-HCl 6 M, pH 7.6. La transferrina se dializó contra MOPS 

10 mM, pH 7.2.  
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Estimación de la Pureza de la Transferrina por Electroforesis e Inmunodetección 

 
 

La pureza de la transferrina fue probada por SDS-PAGE (Laemmli, 1970) con 

geles de poliacrilamida al 12%, en una cámara vertical a 90 volts constantes (Bio-Rad, 

USA), seguida de la electrotransferencia en una membrana de nitrocelulosa a 120 mA 

constantes y 12 volts  (Bio-Rad, Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell), por 40 

minutos. La membrana de nitrocelulosa fue bloqueada con solución de fosfatos salina 20 

mM (PBS) con leche al 5% y Tween 20 al 0.02%, durante la noche a temperatura 

ambiente (TA) en agitación constante. Posteriormente la membrana se lavó 3 veces con 

PBS 20 mM pH 7.2 -Tween 20 al 0.05% por 5 minutos en agitación constante. Para la 

inmunodetección se utilizó como antisuero primario a la IgG anti-transferrina humana, 

desarrollada en cabra (The Binding Site), en dilución 1:800 por 30 minutos a TA y como 

antisuero secundario Anti-IgG de cabra marcada con peroxidasa (Sigma-Aldrich), en 

dilución 1:1,000 por 30 minutos a TA. Después de cada incubación, la membrana se 

lavó 3 veces con PBS 20 mM pH 7.2 -Tween 20 al 0.05% por 5 minutos en agitación 

constante. Finalmente, como revelador de la reacción se utilizó a la Diaminobenzidina 

(DAB-Urea H2O2 /HCl, de Sigma-Aldrich., USA), 

 
 
 

Lectinoensayos para la Caracterización de la Glicosilación Terminal de 

Transferrina Sérica 

 
 

 Para estimar la afinidad de la transferrina sérica de pacientes y controles hacia las 

lectinas vegetales seleccionadas, se utilizó un ensayo inmunoadsorbente ligado a lectinas 

(ELLA, por sus siglas en inglés). Se realizaron diluciones de la transferrina de pacientes 

y controles, hasta tener una concentración final de 10 µg/mL en tampón de carbonatos, 

pH 9.6. Posteriormente, los pocillos de ocho placas de poliestireno, Immuno 96 

MicroWell (NUNC, Thermo Corp., USA) fueron recubiertos con 100 µL de los sueros 

diluidos (1 µg de transferrina) e incubados por 12 h a 4ºC con el fin de inmovilizar a la 
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proteína. Después, se realizaron cuatro lavados de cada una de las placas, con una 

solución Tris-HCl 0.05 mol/L, NaCl 0.15mol/L y Tween 20 al 0.05% (TBST)  y 

posteriormente fueron bloqueadas con albúmina de suero bovino (BSA) al 1% en TBST 

por 2 h a 37ºC. Las placas fueron lavadas dos veces con TBST y dos veces más con 

Tris-HCl 0.05 mol/L, pH 7.5, conteniendo CaCl2 1 mM, MgCl2 1 mM, NaCl 150 mM  y 

Tween 20 0.1%. Posteriormente, los pozos de las placas se incubaron con 100 µL de 

cada una de las siguientes lectinas biotiniladas: Sambucus nigra (SNA), Maackia 

amurensis (MAA), Erythrina cristagalli (ECA), Arachis hypogaea (PNA), Wheat germ 

agglutinin (WGA), Canavalia ensiformis (Con A) y Lens culinaris (LCA), obtenidas de 

Oxford GlycoSystems (NY, USA), con una concentración de 1 µg/mL en TBS, pH 7.5 

por 1 h a 37ºC. Después de realizar cuatro lavados con TBST, pH 7.5, las placas se 

incubaron con ExtrAvidin-peroxidasa (Sigma-Aldrich., USA), con una dilución 1:1,000 

en TBS, pH 7.5, por 1 h a TA. Por último, se realizaron cuatro lavados con TBS, pH 7.5 

y se utilizaron tabletas de O- fenilendiamina (Sigma-aldrich., USA) para revelar la 

interacción de las lectinas con los oligosacáridos de la proteína. La lectura se realizó 

después de transcurridos 30 minutos a 415 nm en un lector de Microplacas Benchmark 

[Bio-Rad., Japón, modificado de (Goodarzi y col., 2002; Gornik y Lauc, 2007)]. 

 
 
 

Cuantificación de Acido Siálico Total Sérico 
 
 

 Se realizó por medio del ensayo colorimétrico de la casa comercial Roche® 

(Mannheim, Alemania). Esta técnica se basa en la liberación del AS (AcNeu) de los 

glicoconjugados, por la acción de una neuramidasa. En presencia de la AcNeu-aldosa, el 

AcNeu es convertido a N-acetilmanosamina y piruvato, el piruvato es oxidado (por la 

piruvato oxidasa) a acetil fosfato, CO2 y peróxido de hidrógeno, en presencia de MgCl2, 

flavina adenina dinucléotido (FAD) y tiamina pirofosfato (TPP). El peróxido de 

hidrógeno formado (que es equivalente al AcNeu libre) es reducido por la peroxidasa 
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(POD), en presencia de 4-aminoantipirina (Ha-AAP) y N-etil-N-2-hidroxietil-3-

toluidina (EHTM), dando un compuesto colorido (rojo) que absorbe a 550 nm. 

 
 
 

Análisis de los Datos 
 
 

El análisis estadístico de los resultados cuantitativos se realizó con el programa 

NCSS 2001 (Hintze, 2001). El significado de las diferencias de las medias de las 

absorbancias obtenidas en los ensayos con lectinas entre los pacientes diabéticos y los 

controles fue estimado por la prueba de T de Student,  la cual compara dos grupos 

independientes con varianza semejante y evalúa la hipótesis nula de que las medias de 

dos poblaciones son idénticas (Pagano y Gauvreau, 2001). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
 

La transferrina es una glicoproteína sérica involucrada en el transporte del fierro, 

que actúa como una proteína antioxidante evitando que el hierro se encuentre libre y con 

ello la producción en exceso de radicales hidroxilo que podrían causar peroxidación de 

las membranas lipídicas y otros constituyentes celulares (Crichton y col., 2002; Fujimoto 

y col., 1995). La transferrina es considerada como un marcador negativo de fase aguda 

(Ritchie y col., 1999). 

Se ha observado que los pacientes con DM2 presentan hipotransferrinemia 

(Gomme y col., 2005) pero hasta el momento no se cuenta con una explicación 

etiológica de este fenómeno. La presencia de transferrina en la orina de los pacientes con 

DM2, incluso antes de presentarse microalbuminuria, podría ser una posible explicación 

de los niveles bajos de transferrina en suero (Narita y col., 2004), pero otras posibles 

causas podrían involucrar la reducción de la síntesis hepática de la proteína, así como el 

aumento de su aclaramiento plasmático. De este último aspecto, se sabe que la pérdida 

de ácido siálico terminal en las cadenas de glicanos de las glicoproteínas séricas podría 

promover su remoción por acción de los asialoreceptores hepáticos, los cuales se 

encargan de reconocer glicoproteínas que han perdido ácido siálico y por lo tanto de 

regular su vida media en circulación (Hansen y col., 1994). En los pacientes con diabetes 

mellitus tipo 2, se han notificado cambios en la glicosilación terminal de algunas de las 

proteínas séricas (Arnold y col., 2007; Vázquez-Moreno y col., 2001), por lo que podría 

esperarse que la potencial pérdida de ácido siálico de la transferrina pudiera motivar su 

remoción sanguínea. 

La transferrina es una glicoproteína que exhibe un alto grado de 

microheterogeneidad en sus oligosacáridos terminales (Jong y col., 1995). Se conocen 

alrededor de ocho isoformas de la transferrina, que se diferencian entre sí por su masa 

molecular, punto isoeléctrico y número de residuos de ácido siálico terminal. La 
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isoforma más abundante en el suero humano normal, es la transferrina tetrasialidada (64 

- 80%, con cuatro residuos de ácido siálico terminal en la cadena de oligosacáridos). 

Esta isoforma tiene una masa molecular de alrededor de 79, 561 Da (Lacey y col., 2001), 

similar a la que presentó la transferrina sérica de los sujetos euglicémicos, aislada en el 

presente trabajo. 

Las implicaciones fisiológicas de la diversidad bioquímica en la glicosilación 

terminal de las glicoproteínas séricas de los pacientes sanos no están claras. Mucho 

menos lo están los cambios de glicosilación terminal que se han detectado en 

enfermedades crónicas como el alcoholismo, Alzheimer y enfermedades coronarias 

(Arndt, 2001; Fleming y Mundt, 2004; Van Rensburg y col., 2000) y hasta el momento 

no existen reportes de la glicosilación terminal de la transferrina sérica que puedan, al 

menos parcialmente, explicar la hipotransferrinemia tan común en los pacientes con 

DM2. (Crook y col., 1993b; Gomme y col., 2005; Ritchie y col., 1999). 

Este es, hasta donde sabemos, el primer estudio de caracterización de la 

glicosilación terminal de la transferrina sérica de pacientes con DM2. El estudio inició 

con el aislamiento de la transferrina sérica de nueve pacientes con DM2 y de siete 

sujetos, euglicémicos, aparentemente sanos. Se ha demostrado que la glicosilación 

terminal de las glicoproteínas séricas es afectada fuertemente por la edad; por ello, los 

grupos de sujetos fueron pareados por su edad (p = 0.24), siendo de 68 años (± 8.9) en el 

grupo de pacientes y de 62 años (± 11) en el grupo control. 

 
 
 

Cuantificación de Proteínas Séricas Totales 
 
 

La cantidad promedio de proteínas totales en las muestras séricas de los 

pacientes, estimada espectrofotométricamente a 280 nm, fue de 68.04 ± 8.50 mg/mL, 

mientras que la de los controles fue de 61.44 ± 5.62 mg/mL. Las diferencias de 
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concentración proteica influyeron en la cantidad de transferrina purificada, siendo ésta 

mayor en el caso de los pacientes. 

 
 
 

Aislamiento de Transferrina Sérica por Cromatografía de Afinidad por Metales 

Inmovilizados (IMAC) 

 
 

El aislamiento de la transferrina de las 16 muestras séricas se realizó por 

cromatografía de afinidad con metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés). 

Este tipo de cromatografía fue desarrollada por Porath y col., en 1975, ya que fueron los 

primeros en demostrar que las proteínas se podían separar de muestras biológicas, 

gracias a su afinidad por metales inmovilizados a un agente quelante unido 

covalentemente a una matriz inerte. Los metales más utilizados en IMAC son los de 

transición (Zn+2, Cu+2, o Ni+2) mientras que los agentes quelantes incluyen al 

iminodiacetato (IDA por sus siglas en inglés), dipicolamina y tris-2-aminoetilamina, 

entre otros. Las proteínas se unen al metal principalmente por medio de los residuos de 

histidina, por lo que su elución es promovida por la simple disminución del pH o por la 

adición de imidazol (Porath, 1988).  

Para el aislamiento de la Tf sérica, se sintetizó el adsorbente Sefarosa 4B-

iminodiacetato-níquel, con 10.6 mL de volumen de cama, al que se le aplicó, en 

promedio, 1 mL de suero por corrida cromatográfica. En el cromatograma típico (ver 

Figura 6), se observó un primer pico correspondiente a la fracción de lavado (NaCl 1 

M/MOPS 10 mM, pH 7.6). Los siguientes picos, correspondieron a las fracciones de 

elución obtenidas por la acidificación discontinua de la fase móvil, con NaCl 1 

M/MOPS 10 mM, a pH, 6.5, 5.5 y 4.0, respectivamente.  
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Figura 6. Cromatograma del aislamiento de transferrina sérica por Cromatografía de 

Afinidad con Metales Inmovilizados (IMAC). 

 

Se cargó 1 mL de suero total a la columna Sefarosa-iminodiacetato-níquel. La solución 

proteica fue aplicada y lavada con NaCl 1 M/MOPS 10 mM, pH 7.6 (a). La primera 

fracción de elución se obtuvo con NaCl 1 M/MOPS 10 mM, pH 6.5 (b), seguida de la 

segunda fracción de elución con el mismo amortiguador pero a pH de 5.5 (c) y una 

tercera fracción de elución a pH de 4.0 (d) donde se recuperó a la transferrina sérica.
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En la figura 7, se muestran las fracciones del esquema cromatográfico completo, 

analizadas por electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras, y teñidas 

con azul de Coomassie. La Tf fue aislada con una pureza superior al 85%, en la última 

fase de la elución cromatográfica (a pH 4.0), en la que se recuperaron en promedio 2.26 

mg  (± 0.66) de proteína por corrida cromatográfica. La masa de la banda 

correspondiente a la transferrina estimada por SDS-PAGE, fue de 79.5 kDa. 

La electrotransferencia de un gel en el que se separaron los componentes de la 

fracción de elución a pH 4.0, desde 4 hasta 0.625 μg de proteína, mostró que el antisuero 

primario IgG anti-Tf humana, detectó específicamente la banda de 79.5 kDa en todos los 

pozos (ver Figura 8). La banda de 79.5 kDa de un gel homólogo (con aproximadamente 

7 µg de proteína) fue recortada y enviada al Consorcio Proteómico de Arizona, en la 

Universidad de Arizona, USA, en donde fue digerida e identificada como transferrina 

sérica (Tf), por LC-MS/MS (del inglés, Liquid Chromatography-Mass Spectrometry). 

 
 
 

Lectinoensayos para la Caracterización de la Glicosilación Terminal de 

Transferrina Sérica 
 
 

Para estudiar las posibles diferencias en la glicosilación de la Tf, de pacientes 

diabéticos y de controles, se usaron siete lectinas de origen vegetal con una especificidad 

conocida a carbohidratos. (De Hoff y col., 2009; Debray y col., 2005; Rüdiger y Gabius, 

2001; Sharon y Lis, 2007; Sumar y col., 1990; Turner, 1992) 

Los resultados de los ensayos individuales, que se presentan en la Tabla I, 

mostraron diferencias significativas (p < 0.05) exclusivamente en el contenido de α(2-6) 

ácido siálico de la transferrina sérica de los pacientes diabéticos y los controles.  
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Figura 8. Electrotransferencia de la fracción de elución a pH 4.0, e inmunodetección de la 

transferrina sérica. 

 

La cantidad de proteína proveniente de la fracción de elución a pH 4.0, fue decreciente (desde 4 

µg hasta 0.0625 µg). La banda correspondiente a la transferrina fue inmunodetectada con IgG 

anti-Tf humana, desarrollado en cabra, usando anti-IgG de cabra marcada con peroxidasa como 

antisuero secundario y diaminobenzidina como revelador. 
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Tabla I. Densidad óptica generada por la interacción de las lectinas con la 

transferrina sérica de los pacientes y los controles. 

 
 

 Pacientesa Controlesb p < 0.05 

SNA 1.60 (± 0.05) 1.52 (± 0.04) 0.01 

MAA 0.11 (± 0.004) 0.11 (± 0.005) 0.18 

ECA 0.09 (± 0.01) 0.10 (± 0.01) 0.26 

PNA 0.06 (± 0.004) 0.06 (± 0.003) 0.26 

WGA 0.53 (± 0.09) 0.53 (±0.08) 0.91 

Con A 1.61 (± 0.04) 1.58 (± 0.06) 0.21 

LCA 1.04 (± 0.06) 1.06 (± 0.12) 0.61 

    

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar (DE). 
a Nueve sujetos conformaron este grupo. 
b Siete sujetos conformaron este grupo. 
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Debido a que SNA es una lectina que reconoce la presencia de ácido siálico α(2-6) 

ligado a galactosa o a N-acetilgalactosamina en los oligosacáridos N-ligados (Debray y 

col., 2005; Varki y col., 2009), la mayor interacción entre la Tf de los pacientes y la 

lectina SNA (ver Figura 9), indica que la Tf de los pacientes tiene mayor contenido de 

ácido siálico terminal en unión α(2-6), que la Tf de los controles.  

Las medias de las absorbancias individuales generadas por la interacción de 

MAA (que mostraría cambios potenciales en el contenido de ácido siálico ligado en α(2-

3) a galactosa), PNA (afín al disacárido Gal β(1-4)-GlcNAc, y ECA (que reconoce Gal 

β(1-3)-GalNAc), con la Tf de ambos grupos no fueron estadísticamente diferentes (p > 

0.05) (Tabla 1). Tampoco se observaron diferencias significativas (Tabla 1) en las 

señales generadas por la interacción de la Tf de los pacientes y los controles, con la 

lectina Con A, que presenta un alto grado de afinidad por las oligomanosas de los N-

glicanos bi-antenarios de tipo complejo, pero no de los tri o tetra-antenarios; la lectina 

LCA, que presenta elevada afinidad por el centro quitobiosa fucosilado (Varki y col., 

2009), ni con la lectina WGA que presenta afinidad por la N-acetilglucosamina, que se 

incrementa cuando estos residuos están sialilados(Debray y col., 2005; Wright, 1992). 

En conjunto, estos resultados sugieren que no hay cambios en la estructura central de los 

oligosacáridos de la Tf de los pacientes con respecto a la de los controles. 

Para conocer el contenido relativo de ácido siálico ligado en α2-6 y α2-3 en los 

oligosacáridos de la Tf de pacientes y controles, se obtuvieron y compararon las 

relaciones SNA/MAA, SNA/PNA y MAA/PNA (Tabla II). Así, la relación SNA/MAA 

obtenida con la Tf de los pacientes fue significativamente mayor que la obtenida con la 

Tf de los controles (p < 0.05) (ver Figura 10), mientras que no se detectó una diferencia 

significativa en las relaciones SNA/PNA y MAA/PNA (Tabla II). 
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Figura 9. Interacción de la lectina SNA con la transferrina sérica. 

 

La interacción de la SNA con la Tf de pacientes fue significativamente mayor que con la 

de los controles. La línea central indica la media de cada grupo. 
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Tabla II. Relaciones de las absorbancias de las lectinas ensayadas con la transferrina 

sérica. 

 
 

 Pacientesa Controlesb p < 0.05 

SNA/MAA 14.7 (± 0.79) 13.6 (± 0.72) 0.01 

SNA/PNA 24.4 (± 1.85) 23.6 (± 1.39) 0.40 

MAA/PNA 1.66 (± 0.06) 1.65 (± 0.06) 0.77 

ECA/SNA 0.05 (± 0.009) 0.06 (± 0.01) 0.11 

ECA/MAA 0.83 (± 0.13) 0.77 (± 0.10) 0.36 

    

Los valores están expresados como la media ± desviación estándar (DE). 
a Nueve sujetos conformaron este grupo. 
b Siete sujetos conformaron este grupo. 
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Figura 10. Relación SNA/MAA. 

La interacción de SNA con la transferrina sérica de los pacientes diabéticos fue 

significativamente mayor que con la de los controles. La línea central indica la 

media de cada grupo. 
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Estos resultados sugieren que la Tf de los pacientes diabéticos está 

principalmente conformada por glicoformas altamente sialiladas (Coddeville y col., 

1998; Deschamps y col., 2003; Fleming y Mundt, 2004; Gornik y Lauc, 2007; Lacey y 

col., 2001), en comparación con la Tf de los controles. Se sabe que las glicoformas de la 

Tf más abundantes en sujetos aparentemente sanos corresponden a la Tf tetrasialilada 

(Arndt, 2001) con dos sitios de N-glicosilación conservados ocupados por oligosacáridos 

disialilados (ver Figura 11). Además, no hay una razón para explicar los resultados en 

función de la disminución de ácido siálico en la Tf de los sujetos controles 

(euglicémicos, aparentemente sanos), porque no participaron en el estudio personas con 

patologías asociadas con la prevalencia de isoformas de Tf desialiladas (como el 

alcoholismo). Por esta razón, es probable que los resultados de los lectinoensayos 

obedezcan al predominio de glicoformas de Tf hipersialiladas en los pacientes diabéticos 

(tetra y pentasialotransferrina). 

La relación ECA/MAA (Tabla II), no fue significativamente diferente (p > 0.05) 

entre los pacientes y los controles, lo que reafirma la hipótesis de que los cambios de 

sialilación son atribuibles al aumento del ácido siálico ligado en α2-6 a la Tf de los 

pacientes con DM2. Además, la relación ECA/SNA no fue significativamente superior 

en los controles, lo que indica que la cantidad relativa de galactosa expuesta en la Tf de 

los pacientes es similar a la de los controles y sugiere que la elevada señal originada por 

la interacción individual de la Tf de los pacientes y la lectina SNA es originada por el 

aumento de poblaciones de Tf altamente sialiladas.  
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Figura 11. N-oligosacárido biantenario disialilado de la transferrina sérica. 

Se muestra al oligosacárido bi-antenario más abundante en la transferrina sérica. 
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Finalmente, es importante destacar que es común observar que la concentración 

de ácido siálico total sérico se encuentre elevada en los pacientes con cuadros 

inflamatorios crónicos, enfermedad cardiovascular, tumores, alcoholismo y diabetes 

mellitus (Crook y col., 1996; Crook y col., 1993a; Festa y col., 2000; Ozben y col., 

1995; Schmidt y col., 1999; Sillanaukee y col., 1999). Asimismo, se ha reportado el 

aumento en la concentración de ácido siálico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 

con complicaciones microvasculares, en correlación negativa con los niveles de 

transferrina deficiente en carbohidratos (Cylwik y col., 2006). Por estas razones, en el 

presente trabajo se determinó y comparó la concentración de ácido siálico total sérico de 

los pacientes diabéticos con respecto a la de los controles. 

 
 
 

Cuantificación de Ácido Siálico Total Sérico 
 
 

Al comparar los resultados de la estimación colorimétrica del ácido siálico total 

en ambos grupos, se pudo observar el aumento del ácido siálico sérico en los pacientes 

con DM2 (ver Tabla III y Figura 12). Esto permite suponer que la hipersialilación de la 

Tf de los pacientes, contribuye de algún modo a la elevación del ácido siálico total 

sérico; sin embargo, será necesario comprobar esta hipótesis en un estudio posterior, 

mediante un diseño pre-experimental ad hoc. 

Por último, los resultados anteriores permiten descartar la hipótesis de que la 

hipotransferrinemia de los pacientes con DM2 obedece a la pérdida de ácido siálico 

terminal y al subsecuente aclaramiento sanguíneo de la proteína. También dejan un 

campo abierto para la comparación de la Tf  sérica y la excretada en orina, ya que se ha 

comprobado que la carga fuertemente negativa de las moléculas hipersialiladas 

constituye un impedimento para su excreción urinaria. En consecuencia, es probable que 

la Tf sérica sea una glicoforma distinta a la urinaria.  
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Tabla III. Concentración de ácido siálico total sérico en los pacientes y controles 

incluidos en el estudio. 

 

 Pacientesa Controlesb p < 0.05 

Ácido Siálico 74,5 (± 13,31) 41 (± 10,35) < 0.01 

    

Los valores están expresados como la media (mg/dL)  ± desviación estándar (DE). 

Valor de referencia normal para el ácido siálico: < 60 mg/dL. 
a Nueve sujetos conforman este grupo. 
b Siete sujetos conforman este grupo. 

 

  



 

37 
 

 

20,0

46,7

73,3

100,0

P C

p < 0.01
[A

S]
 m

g/
dL

Figura 12. Concentración de ácido siálico total sérico en el grupo de pacientes con 

DM2 y el grupo de controles. 

 

La media de concentración de ácido siálico en los pacientes diabéticos fue 

significativamente mayor a la media del grupo control (p < 0.01). 
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CONCLUSIONES 
 
 
 

En los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2), es común observar la 

disminución de la concentración de transferrina sérica (Memisogullari y Bakan, 2004; 

Van Campenhout y col., 2003) así como un incremento en su excreción urinaria 

(Ghiggeri y col., 1985; Kazumi y col., 1999; Morgan, 1981; Narita y col., 2004; Pérez, 

2006). El origen de estos fenómenos es desconocido, pero parte de la explicación podría 

radicar en los posibles cambios en la glicosilación terminal de la proteína. 

En este trabajo se estimaron los cambios en la glicosilación terminal de la 

transferrina sérica (Tf) de un grupo de pacientes con DM2, con relación a la 

glicosilación de la Tf de sujetos euglicémicos, aparentemente sanos (grupo control). Los 

resultados de los ensayos de afinidad a lectinas realizados para estimar tales diferencias, 

indicaron que la Tf de los pacientes está hipersialilada a expensas del predominio de 

glicoformas tetra y pentasialiladas. La hipersialilación de la Tf sugiere que el aumento 

del aclaramiento hepático de la molécula no es la causa de la reducción en su 

concentración plasmática. También sugiere que la Tf que se excreta por la orina es una 

glicoforma distinta a la sérica hipersialilada. 

Finalmente, en el grupo de los pacientes también se demostró la elevación de la 

concentración sérica de ácido siálico total, lo que sugiere que la hipersialilación de la Tf 

de los pacientes, podría contribuir a la elevación del ácido siálico total sérico; será 

necesario comprobar esta hipótesis en un estudio posterior, mediante un diseño pre-

experimental ad hoc. 
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