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RESUMEN

El 4cido ketodeoxynonulosonico (KDN), el acido N-acetilneuraminico (NeuS5Ac) y su
precursor, la N-acetil-D-manosamina (ManNAc), son componentes esenciales de la glicosilacion,
que participan en diversos procesos fisioldgicos. La distribucion y concentracion de estos
compuestos en el tejido adiposo y el suero humanos atin no han sido suficientemente estudiadas,
especialmente en relacion con los tipos dietarios, estado de salud y aspectos sociodemograficos.
Se desarrollaron y validaron métodos analiticos por LC-MS/MS para la cuantificacion simultanea
de acidos sialicos y precursores, particularmente, en tejido adiposo y muestras de suero. La fase
movil utilizada en la separacion cromatografica se establecido en gradiente binario. Dada la
naturaleza de las moléculas estudiadas, se utiliz6 una columna HILIC (hidrofilica) para lograr la
separacion eficiente de estos analitos en las diferentes matrices. La columna fue mantenida a 30
°C constantemente. El sistema HPLC estuvo acoplado con un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo. Los datos de espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (ESI-MS) se
combinaron con espectrometria de masas en tindem en modo de iones negativos o positivos. El
método desarrollado tiene alta sensibilidad, especificidad y reproducibilidad, con limites de
deteccion cercanos a 1 ng/mL. Se analizdé un grupo de 156 muestras de tejido adiposo de
participantes del Estudio de Salud Adventista-2 (AHS-2). En tejido adiposo, las concentraciones
medias de NeuSAc fueron mayores en veganos (17,1 ng/mL; 95% IC: 12,45 - 23,58) y
ovolactovegetarianos (12,7 ng/mL; 95% IC: 9,23 - 17,49) que en omnivoros (9,8 ng/mL; 95%
IC:7,0 - 13,6), p = 0,01 y p = 0,02, respectivamente. Se observd una asociacidon inversa entre
niveles de KDN y el indice de masa corporal (modelo 1, B: -0,023 £ 0,009, p=0,013; modelo 2, B:
-0,020 £+ 0,009, p= 0,02). En 155 muestras de suero analizadas de este grupo, los niveles de
NeuSAc conjugado y total fueron significativamente mas altos en las mujeres (B: -0,106 ng/mL,
95% 1C: -0,200, -0,010; B: -0,107, 95% IC: -0,200, -0,010), p = 0,029 y p = 0,026, respectivamente.
Las concentraciones de Neu5SAc libre fueron de 594 + 421 ng/mL en participantes negros y de 439

+ 168 ng/mL en participantes blancos. Asi mismo, los niveles de ManNAc conjugados y totales



fueron mas altos en los participantes negros, 1,80 + 0,808 y 1,90 £+ 0,826 ug/mL, en comparacion
con 1,31 £ 0,518 y 1,40 + 0,526 pg/mL en los participantes blancos (ambos casos, p < 0,001). El
ManNAc libre fue de 93,1 + 36,2 ng/mL en los participantes negros y de 89,0 + 20,2 ng/mL en los
blancos. Los sujetos con mayor IMC y mayor edad tienden a tener mas concentracion de ManNAc
libre, B: 0,006 (0,000 - 0,013), p = 0,040 y B: 1,070 (1,030 -1,100), p < 0,001, respectivamente.
Estos ultimos también tienden a tener ManNAc total mas elevado, 3: 0,004, (0,0002 - 0,0096), p
= 0,045. No hubo diferencias significativas entre los niveles séricos de NeuSAc y ManNAc segun
tipo dietario. Adicionalmente, los modelos de regresion logistica sugirieron una mayor
probabilidad de hipertension en funcion de las concentraciones de NeuSAc conjugado y total, OR:
1,000 (95% IC: 1,000 - 1,000); OR: 1,000 (95% IC: 1,000 - 1,000), p= 0,03 y p= 0,04,
respectivamente. Ademas, los modelos de regresion lineal mostraron asociacion entre hipertension
y mayores niveles de NeuSAc conjugado, B: 5.754 (95% IC: 74,2 - 11.430, p= 0,047; y ManNAc
libre, B: 18,5 (95% IC: 0,19 - 36,90), p= 0,048. En conclusion, segln el tipo de tejido y el estado
de salud, los resultados revelan patrones diferenciales en la distribucion de los monosacaridos
estudiados en muestras humanas, de acuerdo con el IMC vy algunas caracteristicas
sociodemograficas. El presente método desarrollado de cuantificacion por LC-MS/MS constituye
una herramienta util para futuras investigaciones orientadas a comprender el papel de estos

azucares en la fisiopatologia y el pronostico de las enfermedades cronicas no transmisibles.

xi



1. INTRODUCCION

1.1 Acidos sialicos

Las superficies celulares estdn cubiertas por un glicocalix ! compuesto por polimeros de
carbohidratos complejos (también conocidos como glicanos) anclados a las membranas celulares
a través de enlaces de glicoproteinas o glicolipidos 2. Derivados biosintéticamente del acido
neuraminico ®’, los 4cidos sialicos representan una familia de 4cidos ceto-aldonicos de nueve
carbonos (4cidos nonulosénicos (NulOs)) ®. Estos normalmente ocupan las posiciones terminales
de las fracciones de glicosaminoglicanos de la superficie celular *!'°. Sin embargo, también estin
presentes libremente en diversos biofluidos o como modificadores de las proteinas solubles
secretadas 13, Los 4cidos sialicos se encuentran en una amplia gama de filos animales, incluidos
los Platyhelminthes '*, Echinodermata ', Cephalopoda ¢, Crustacea ", Cephalochordata '* y
Vertebrata '°. Ademas, también se sabe que los 4cidos sialicos estan presentes en virus, bacterias,
protozoos y hongos 2°?2. En consecuencia, no es sorprendente que los 4cidos sidlicos estén
involucrados en una gran variedad de funciones fisiologicas, como la eliminacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) %, interacciones célula-célula, uniéon a receptores y sefalizacion
celular *!132* Ademas, los 4cidos sialicos desempefian también un papel relevante en algunos

procesos patolégicos, como los trastornos cardiovasculares y el cancer 2>27.

1.1.1. Estructura de los acidos sialicos

Los 4cidos sidlicos constituyen una familia de mas de 50 moléculas distintas, 15 de las cuales
se han identificado en tejidos humanos **. Las diferencias entre los 4cidos sidlicos se basan en
grupos modificadores particulares ligados a N o ligados a O, como N-acetil-, N-glicolilo y O-acetil,
0, con menos frecuencia, los grupos O-lactilo, O-metilo y O-sulfato (Figura 1) %% Las
modificaciones confieren propiedades distintivas a los azucares de nueve carbonos, que respaldan
sus funciones fisioldgicas especificas 2. Dos caracteristicas estructurales principales incluyen un
grupo amino modificado a menudo en la posicion 5 y un grupo carboxilo en la posicion 1. Este
grupo carboxilo, con su caracteristico pKa de aproximadamente 2.2, confiere una carga negativa
al acido sialico dentro de un amplio rango de pH fisiologico '*!%. La esterificacion de los grupos

hidroxilo en las posiciones 7, 8 0 9 con acido acético, en forma de O-acetilacion, ocurre con menos



frecuencia '°. Otras modificaciones conocidas incluyen la sulfatacion o metilacion en la posicion

8 o la lactilacion en la posicion 9. Las sustituciones pueden ocurrir en multiples sitios, como lo

ilustra el acido 7,8,9-tri-O-acetil-N-acetil- y N-glicolilneuraminico 5.
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Figura 1. La estructura molecular del acido sialico y sus variantes bajo diversas condiciones fisiologicas. Los acidos
sidlicos se caracterizan por tener un grupo carboxilo en el carbono 1 (C1), unido al carbono anomérico C2. Las lineas
onduladas en C1 significan que no se ha especificado la configuracion anomérica o o . Los sustituyentes naturales
mas comunes (posiciones indicadas entre paréntesis) son una cadena lateral similar al glicerol (C7, 8 y 9) que se
proyecta fuera del anillo, y un grupo amino acilado en C5. Diferentes grupos con metilo, lactilo, acetilo, glicolilo o
sulfato pueden diversificar adicionalmente los acidos sidlicos. Preparado con ChemDraw, ver.: 23.1.2.7. Extraido de:

Guerrero-Flores, G.N., et al. (2025). Sialic Acids in Health and Disease.

Ampliamente distribuidos en una variedad de tejidos y fluidos humanos 3!, los acidos silicos

exhiben roles funcionales particulares asociados con sus caracteristicas estructurales especificas



19 E] miembro mas comun de esta familia es el dcido N-acetilneuraminico (NeuSAc), con un grupo
aminoacetilado en la posicion 5 (Figura 2) 7?°. NeuSAc puede convertirse en un 4cido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc) menos comun mediante la citidina monofosfato-N-
acetilneuraminico hidroxilasa (Cmah), que hidroxiliza el grupo acetilo ****2. Otro miembro de la

10,33,34

familia de los &cidos sialicos, que se encuentra principalmente en su forma libre y

generalmente se expresa a niveles mas bajos que NeuSAc o Neu5Gc en tejidos de mamiferos, es
el 4cido 2-ceto-3-desoxi-D-glicero-D-galacto-nononico (KDN) #3436, En otras publicaciones se

presentan analisis estructurales y estereoquimicos més profundos de los 4cidos sidlicos 1283740,

Neu Neu5Ac Neu5Gc KDN

Figura 2. Las estructuras de los acidos sialicos mas comunes. La representacion grafica de estos glicanos se desarrolld
de acuerdo con las directrices de la Nomenclatura de Simbolos para Glicanos (SNFG). Preparado con ChemDraw,
version: 23.1.2.7. Neu, acido neuraminico; Neu5Ac, acido N-acetilneuraminico; Neu5Gc, acido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc); KDN, acido 2-ceto-3-desoxi-D-glicero-D-galacto-nonénico. Extraido de: Guerrero-

Flores, G.N., et al. (2025). Sialic Acids in Health and Disease.

1.1.2. Funcion de los acidos sialicos
Los acidos sialicos estan involucrados en una variedad de funciones fisiologicamente

25,41

importantes , tales como: (a) proteccion antioxidante **, (b) interacciones en la superficie

celular !, (c) desarrollo éseo infantil y crecimiento esquelético **, (d) reconocimiento inmunolégico

6

4345y (f) aprendizaje y memoria *°.

4 (e) desarrollo del cerebro

Personas con miopatia por mutaciones en el gen UDP-N-acetilglucosamina-2-epimerasa/N-
acetilmannosamina quinasa (GNE) y modelos de raton mutante por GNE, tienen musculos
hiposialilados y proteinas muy modificadas a través de /a S-nitrosilacion, mientras que los genes
que responden al estrés oxidativo estdn significativamente regulados al alza *’. En ambos casos, la

produccion de ROS se elevo con la hiposialilacion celular #7. Sin embargo, a través de la ingesta



de acido sialico extrinseco, el aumento de la sialilacion general redujo las ROS y la S-nitrosilacion
de proteinas. Ademas, el antioxidante oral N-acetilcisteina mejor6d la atrofia muscular y la
debilidad en ratones con mutacion GNEt 4 En conjunto, esta linea de evidencia demuestra que
la sialilacion general se asocia con una mayor proteccion antioxidante y una mejor capacidad de

reserva para manejar las ROS incidentales.

Una mutacion bialélica en e/ NANS se asocia con un retraso grave del desarrollo con inicio en
la infancia y displasia esquelética “**°. E1 gen NANS es el responsable de codificar la sintasa para
NeuSAc % En consecuencia, el sustrato precursor inmediato se acumula, de modo que los
fluidos corporales de los individuos afectados tendran niveles elevados de N-acetil-D-manosamina
. El knockdown de nansa, un ortélogo de pez cebra para el gen NANS humano , resulté en un
desarrollo esquelético anormal, mientras que el acido sialico agregado exdgenamente rescatd
parcialmente este fenotipo esquelético. Por tanto, la sintesis de acido sidlico mediada por NANS

es necesaria para el crecimiento temprano del esqueleto *°.

El glicocalix es fundamental para el reconocimiento inmunitario y la inhibicion de puntos de
control, lo que permite la deteccion de patdgenos y la activacion de las defensas inmunitarias 4!,
Esta cubierta de carbohidratos sirve como una barrera celular que puede facilitar o dificultar las
interacciones de las células inmunitarias. Dependiendo del tipo de célula y de la composicion de
la capa de glicosaminoglicanos, el sistema inmunitario puede identificarla como propia.
Alternativamente, los patdégenos también pueden protegerse potencialmente de la deteccion
inmune al enmascarar sus superficies antigénicas con acidos sialicos. Alternativamente, la capa
rica en acido sidlico también puede proteger potencialmente no solo a los patdgenos sino a células
cancerosas de la deteccion inmune *2. Normalmente, para que las células cancerosas establezcan
lesiones malignas, primero deben evadir el reconocimiento por parte de las células inmunitarias
533 Lo logran adaptando su glicocalix, que cubre sus neoantigenos y otros ligandos,
protegiéndolos de las células del sistema inmunitario adquirido. Esto altera los esfuerzos
fagociticos de las células mieloides y cambia las respuestas inmunitarias normales >*. Esto explica
la regulacion positiva de las mucinas transmembrana y otras glicoproteinas altamente sialiladas en
las células cancerosas, como una forma de establecer un glicocalix protector **>¢ En

consecuencia, en modelos de ratdn, se ha demostrado que las células tumorales con el blindaje de

glicocalix superficial mas eficiente tienen el mayor potencial metastasico >’.



El cerebro humano crece rapidamente en los primeros afios de vida y requiere una nutricion
adecuada **%. La lactancia materna mejora significativamente el desarrollo cognitivo de los
lactantes 336162 Estos beneficios se han atribuido a los oligosacaridos de la leche humana, algunos
de los cuales estan relacionados con los acidos sialicos **¢!6%. Los 4cidos sidlicos son reconocidos
como moléculas esenciales para el correcto desarrollo de los gangliosidos y, por lo tanto, como
criticos para el desarrollo y la funcion del cerebro *°. Se sabe que la suplementacion dietética con
acido sialico u oligosacaridos sialilados mejora la inteligencia y el rendimiento cognitivo en los
primeros y posteriores afios de vida >%*%*, Del mismo modo, la suplementacién exdgena de 4cido
sidlico en modelos animales aumenta su concentraciéon en la corteza frontal y mejora el
rendimiento del aprendizaje ®. Como componente basico de las neuronas, la 3'-Sialilactosa
dietética se asocia con un mejor desarrollo del lenguaje en los bebés . Por el contrario, algunos
trastornos del desarrollo intelectual se asocian a defectos genéticos que afectan a la sintesis de

Neu5Ac endogeno .

1.1.3. Sintesis de los acidos sialicos

En los mamiferos, la sintesis de acidos sidlicos involucra mas de 30 genes, enzimas
codificantes y transportadores ubicados en varios compartimentos celulares . La sintesis de
NeuSAc, cuyo precursor es la N-acetil-D-manosamina (ManNAc), comienza en el citosol con la
glucosa (Figuras 3-4), que entra en la via biosintética de la hexosamina (HBP). Esta via fosforila
la glucosa utilizando ATP para producir el metabolito clave uridina-5'-difosfo-N-
acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) ©7%%. Luego, el dominio epimerasa de UDP-N-
acetilglucosamina 2-epimerasa/N-acetilmannosamina quinasa (GNE) media la formacion del
monosacarido no cargado N-acetilmanosamina (ManNAc) ¢, con escision simultidnea de UDP 7%
2. ManNAc es fosforilado por el dominio quinasa de GNE, lo que conduce a ManNAc-6P 7. La
acido sidlico sintasa (NANS) convierte ManNAc-6P en Neu5Ac-9P en una reaccion de
condensacion con fosfoenol-piruvato (PEP) 3°, y posteriormente, la N-acetilneurdmico-acido
fosfatasa (NANP) media la desfosforilacion para producir NeuSAc libre ’*. El monosacarido libre
se activa en el niicleo mediante el acoplamiento con el monofosfato de citidina (CMP), a través de
la accion de la CMP-N-acetilneuraminato sintetasa (CMAS), produciendo CMP-Neu5Ac 7. A
continuacion, el CMP-Neu5SAc se anade a un lipido o proteina para formar glicanos en el aparato
de Golgi "7, o es transferido a cadenas de carbohidratos de glicoconjugados nacientes por

sialiltransferasas (Figura 4) 1132378 En este punto, el NeuSAc acoplado puede alterarse atiin més



a través de O-acetilacion u O-metilacion 7, antes de que el glicoconjugado se transfiera a la

superficie celular 3.
OH OH COOH
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Figura 3. Estructuras moleculares de ManNAc and NeuSAc. Preparado con ChemDraw, ver.: 23.1.2.7.
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Figura 4. Sintesis de acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) en células eucariotas. Los carbohidratos de la dieta llegan
al intestino, donde varias enzimas bacterianas y del huésped los descomponen en monosacaridos. Por ejemplo, las
enzimas del intestino del huésped, como la maltasa, descomponen los disacaridos como la maltosa en glucosa (Glc),
mientras que las enzimas bacterianas descomponen polimeros como el quitosano para obtener N-acetilglucosamina
(GlcNAc). Estos monosacaridos ingresan a las células a través de transportadores. Una vez en el citoplasma, estos
azucares participan en la via de la hexosamina. La enzima uridina difosfo-N-acetilglucosamina 2-epimerasa/N-acetil-
manosamina quinasa (GNE) es crucial para regular la produccion de NeuSAc. Cataliza dos pasos esenciales en la
produccion de NeuSAc: a) la conversion de UDP-GIcNAc en ManNAc a través de la epimerizacion, y b) la
fosforilacion de ManNAc en ManNAc-6-P. Siguiendo estos pasos, la sintasa de acido sidlico (NANS) convierte

ManNAc-6P en NeuS5Ac-9P en una reaccion de condensacion con fosfoenol-piruvato (PEP). Posteriormente, la N-



acetilneuraminica-acido-fosfatasa (NANP) media la desfosforilacion para producir Neu5Ac, que luego se convierte
en CMP-Neu5Ac en el nucleo. Tanto UDP-GlcNAc como CMP-Neu5Ac sirven como precursores para la biosintesis
de glicanos ligados a N. CMP-Neu5Ac juega un papel en la inhibicion de la actividad de GNE a través de un
mecanismo de retroalimentacion. Extraido de: manuscrito del autor sometido en Int. J. Mol. Sci: Manuscript ID ijms-

4030742.

El Neu5Ac conjugado pasa por un proceso metabdlico adicional a través de un sistema de
reciclaje dinamico (Figura 5). Durante la endocitosis, el NeuSAc presente en glicoconjugados es
escindido por sialidasas (neuraminidasas) de glicoproteinas y glicolipidos presentes en el lisosoma
80 Es asi como el NeuSAc libre se transporta de vuelta al citoplasma a través de transportadores
de sialina, donde puede reactivarse para la glicosilacion o degradarse en N-acetilmanosamina y

piruvato por la liasa N-acetilneuraminica (NAL) 8!.
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Figura 5. Metabolismo del 4cido sialico en células eucariotas. (1) Las moléculas de &cido sialico que se encuentran
en el citosol de las células eucariotas se obtienen de fuentes exdgenas, como glicolipidos o glicoproteinas. (2) Los
acidos sialicos se pueden producir a partir de moléculas citosolicas UDP-GIcNAc, biosintetizadas a partir de la glucosa
en la via de la hexosamina. Finalmente, en el lisosoma, después de que Neul hidroliza el residuo terminal de acido
sialico de los glicoconjugados, el glicoconjugado sialilado es transportado por el transportador de sialilina codificado
por el gen SLC17AS5. CMAH: citidina monofosfato acido-N-acetilneuraminico hidroxilasa; CMAS: CMP-N-
acetilneuraminato sintetasa; CMP: citidina-5'-monofosfato; CMP-Sia-Tr, transportador de acido sidlico CMP en el

aparato de Golgi, codificado por el gen SLC35A1; CTP: citidina-5'-trifosfato; ManNAc: N-acetilmannosamina;



ManNAc-6-P, N-acetilmannosamina 6-fosfato; ManNAc-9-P, N-acetilmannosamina 9-fosfato; Neul, neuraminidasa
1; Neu4, neuraminidasa 4; PEP: fosfoenolpiruvato; PPi: pirofosfato; Sia, acido sidlico; Sialin, transportador de acido
sidlico en el lisosoma; UDP-GlcNac, difosfato de uridina N-acetilglucosamina. Extraido de: Guerrero-Flores, G.N., et

al. (2025). Sialic Acids in Health and Disease.

Otro miembro importante en la familia de los 4cidos sidlicos es el KDN. Su principal precursor
de biosintesis es la manosa (Man). La via sintética comprende una serie de reacciones, similares a
las de la biosintesis de NeuSAc (Figura 6) %278 (1) Man + ATP — Man-6-P + ADP; (2) Man-
6-P + PEP — KDN-9-P + Pj; (3) KDN-9-P — KDN + P;i. La reaccion 1, catalizada por una
hexoquinasa, representa la 6-O-fosforilacion de la manosa para formar D-manosa-6-fosfato (Man-
6-P). La reaccion 2, catalizada por la KDN-9-fosfato (KDN-9-P) sintasa, condensa Man-6-P y PEP
para formar KDN-9-P. La reaccion 3, catalizada por una fosfatasa, implica la desfosforilacion de

KDN-9-P para producir KDN libre '>3+82,

Aunque las funciones de KDN siguen sin estar claras, la presencia de la KDN sintasa (KDN-
9-P) en vertebrados, incluidos los humanos, sugiere una relevancia fisiologica ain no comprendida
85, El fino equilibrio entre sintesis y degradacion de acidos sialicos es de suma importancia para el
correcto funcionamiento celular. Es por ello que junto con otros procesos, el funcionamiento de
mecanismos de reciclaje asegura un suministro constante de acidos sialicos y evita la acumulacion
de estos en la célula, subrayando la importancia de la homeostasis de NeuSAc en condiciones

fisiolégicas normales pero también en condiciones patologicas 3658,
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Figure 6. Vias de novo para la sintesis de KDN en células animales. Man-6-P, un epimero C2 de glucosa 6-fosfato,
es un monosacarido precursor clave para KDN. La biosintesis de KDN a partir de Man-6-P sigue pasos de reaccion
enzimatica comparables a los de NeuSAc de ManNAc-6-P. En particular, a diferencia de otros monosacaridos libres,
la manosa es absorbida de manera eficiente por diferentes tipos de células utilizando un transportador que no responde
a la glucosa. CMP, citidina-5"-monofosfato; CMP-KDN, citidina 5'-(fosfato 3-desoxi-D-glicero-D-galacto-2-
nonulosénico); CMP-KDN-sintetasa, CMP-3-desoxi-d-glicero-d-galacto-nonulosoénico 4acido sintetasa; CTP,
trifosfato de citidina; KDN-9-P, KDN-9-fosfato; Man-6-P, manosa-6-fosfato; Pi, fosfato inorganico; PPi, pirofosfato.
Extraido de: Guerrero-Flores, G.N., et al. (2025). Sialic Acids in Health and Disease.

1.2 Desordenes genéticos
1.2.1. Miopatia UDP-GIcNAc 2-epimerasa/ManNAc cinasa (GNE)

La miopatia GNE es un trastorno miogénico hereditario que provoca debilidad muscular
debido a un defecto en el propio musculo. El gen GNE proporciona instrucciones para la expresion
de la enzima GNE bifuncional, que desempefia un papel clave en la sintesis de NeuSAc 3890, E]
dominio epimerasa N-terminal de GNE utiliza UDP-GIcNAc como sustrato y lo epimeriza en
ManNAc por el dominio epimerasa, que luego es posteriormente fosforilado por el dominio

quinasa de la enzima GNE -,



Por lo general, los pacientes con miopatia GNE presentan sintomas musculares entre los 15 y
los 35 aflos 7. La fisiopatologia de la enfermedad no se comprende completamente, pero se cree
que la hiposialilacion de los glicanos musculares juega un papel importante 4%, La presentacion
tipica de la caida bilateral del pie en la edad adulta temprana es una consecuencia de debilidad en
los musculos tibiales anteriores %. A lo largo de las décadas siguientes, la enfermedad progresa
gradualmente, afectando paulatinamente a los musculos esqueléticos de todo el cuerpo *°. Los
musculos cuddriceps tienden a estar relativamente preservados hasta las etapas avanzadas de la

enfermedad *%%7%

Actualmente, se llevan a cabo ensayos clinicos de fase 2 con suplementacion con ManNAc

90291 Ep esta

como intervencion terapéutica para pacientes diagnosticados de miopatia GNE
cohorte de pacientes se reportan pruebas preliminares de su seguridad y eficacia bioquimica a largo
plazo, consistentes con el mecanismo de accién previsto *°. Ademas, la suplementacién con
ManNAc restaura la biosintesis intracelular de Neu5Ac en los sujetos afectados.
Sorprendentemente, esta mejora se observa incluso en pacientes con mutaciones homocigoéticas en

GNE en el dominio de la quinasa °!.

1.2.2. Enfermedad de almacenamiento de acido sialico libre (FSASD)

Los lisosomas son organulos citoplasmaticos que contienen una variedad de hidrolasas *®. Una
deficiencia genética en una de estas hidrolasas puede resultar en la acumulacion de material para
ser degradado por el lisosoma 2. A veces, dicho almacenamiento lisosomal puede ser causado por
la deficiencia de una proteina activadora °*°*. Alternativamente, la acumulaciéon de material
lisosomal también puede ocurrir debido a una deficiencia del transportador, como se observa en la
enfermedad de Salla °>%. El dafio al mecanismo de transporte de NeuSAc libre a través de la
membrana lisosomal conduce a la acumulacién lisosomal de NeuSAc °”%%. Los trastornos del
almacenamiento de acido sidlico libre lisosomal constituyen un espectro de trastornos poco
frecuentes, autosomicos recesivos, neurodegenerativos y multisistémicos causados por un defecto

en el exportador del 4cido sidlico (sialina) de la membrana lisosomal (Figura 5) 101,

Las variantes genéticas patogenas bialélicas de SLC17AS, que codifican sialina, producen tres
formas de trastornos del almacenamiento de acido sialico libre: (a) enfermedad de Salla, (b)

enfermedad de Salla grave intermedia y (c) enfermedad de almacenamiento de 4cido sidlico libre

10



infantil *>!°!, La enfermedad de Salla y la enfermedad de almacenamiento de 4acido siélico libre
infantil ejemplifican las manifestaciones mas leves y mas graves del espectro fenotipico de
FSASD, respectivamente *°. A los seis meses de edad, los lactantes con enfermedad de Salla suelen
manifestar hipotonia, ataxia, retraso en el desarrollo y, en la mayoria de los casos,
hipomielinizacion **192. A esto le sigue un deterioro neurologico gradual en una esperanza de vida
casi normal %2, Por el contrario, la enfermedad infantil por almacenamiento de 4cido sidlico libre
se caracteriza por hidropesia fetal no inmune (24%), hepatoesplenomegalia, retraso del
crecimiento, retraso grave del desarrollo, cardiomegalia, pies zambos, rasgos faciales cada vez mas
toscos, deterioro neurolégico y muerte prematura ', La enfermedad de Salla grave intermedia
recientemente descrita representa individuos con un fenotipo intermedio '*. Los pacientes suelen
presentar dentro de los primeros seis meses de vida hipotonia grave y retraso en el desarrollo, que

progresa gradualmente a ataxia, espasticidad y epilepsia *°.

1.3. Dieta y acidos sialicos

1.3.1. Dieta

Ademas de su produccion enddgena, los acidos sidlicos también pueden obtenerse de fuentes

dietéticas, absorberse por el intestino y transportarse a través de la circulacion a los tejidos 71195106,

107

La mayoria de los acidos sidlicos comunes se obtienen a través de fuentes dietéticas ', ya sea de

carne roja, en forma de cordero, cerdo o ternera, o de una variedad de productos lacteos %1% El
NeuSAc exdgeno puede ser absorbido por las células a través de la pinocitosis liquida y un
transportador lisosomal ''°. A diferencia del Neu5Ac, el dcido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc)
no puede ser sintetizado por tejidos humanos a partir de precursores endégenos !!''. En cambio, se
incorpora metabolicamente en los tejidos de los sujetos que consumen carne roja, lacteos y
derivados ''*"!'*. En consecuencia, minimas cantidades de Neu5Gc derivado de la dieta se
expresan en la superficie de células endoteliales y algunas epiteliales *>''°. Una vez que los 4cidos

1 105

sidlicos son internalizados por las células en el citosol "™, son integrados con glicoconjugados

endogenos, de los cuales una fraccion relativamente pequena se retiene en el cuerpo, mientras que

115,116

el resto se metaboliza y excreta en la orina o heces .

A diferencia de los animales, se sabe que las plantas carecen de acidos sidlicos *7!'":!18 Sin

embargo, son ricas fuentes de precursores para la sintesis de 4cidos sialicos "**33!18 En los peces,

el NeuSAc O-acetilado se encuentra con frecuencia en los N-glicanos, mientras que también se
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observa un nimero menor de estructuras disialiladas como el NeuSAca2-8Neu5Ac ''°. Neu5Gc se

) 105,120,121

ve muy raramente en ciertas fuentes marinas (huevos de peces o equinodermos , ¥

aparentemente no es sintetizado por aves o reptiles 22123,

Los destinos metabdlicos precisos y las contribuciones relativas de los acidos sialicos de
fuentes endogenas y dietéticas en los seres humanos siguen siendo desconocidas, lo que dificulta
las inferencias de los modelos actuales '!°. Las implicaciones de la absorcion dietética y la

utilizacion de NeuSAc y NeuSGe merecen una mayor investigacion.

1.3.2. Microbioma intestinal y acidos sialicos

Los polisacaridos vegetales incluyen glicanos de cadena larga, como componentes de la fibra
de origen vegetal, que los animales generalmente no pueden digerir '2*. Sin embargo, la fibra es
una fuente esencial de carbono y energia que favorece el mantenimiento y el funcionamiento de la
microbiota intestinal '*°. Estas bacterias intestinales, que son capaces de utilizar varios tipos de

125 se clasifican en siete divisiones predominantes: Actinobacteria,

glicanos vegetales
Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia. De
estos, Bacteroidetes y Firmicutes representan mas del 90% del microbioma '?°. Se sabe que las
bacterias intestinales son esenciales para la salud humana ya que a) confieren una capacidad
adicional de recoleccion de energia, b) proporcionan exclusion de patdogenos en un nicho, c)
producen vitaminas y glicanos, y d) llevan a cabo actividades de comunicacion molecular, todas
las cuales forman parte integral de los procesos fisioldgicos humanos 2127128 Por o tanto, la
cantidad y calidad de los glicanos vegetales consumidos diariamente por el huésped humano
pueden tener un impacto en la salud '?°. Tanto los estudios preclinicos como los clinicos indican
que los diferentes tipos de glicanos vegetales dietéticos y sus productos metabolicos contribuyen
a efectos metabolicos beneficiosos para el huésped '%°. Por ejemplo, la fermentacion de celulosa,
hemicelulosa, almidon resistente, pectina, lignina o varios oligosacaridos puede conducir a la
produccion de acidos grasos de cadena corta como los dcidos acético, propionico o butirico, que,
a su vez, ayudan a regular el metabolismo de la glucosa y los lipidos 2*13°, La liberacion de estos
acidos grasos puede ocurrir durante la digestion en el tracto gastrointestinal superior, pero también

puede continuar en el colon !,
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Los estudios sobre la composicion del microbioma en adultos se centran principalmente en los
impactos resultantes en la salud, mientras que los efectos de los acidos sialicos en la dieta en este
contexto se pasan por alto en gran medida '*2. Dada la variacion en las dietas de las diferentes
personas, los efectos de los acidos sialicos dietéticos en el microbioma intestinal adulto suelen ser
dificiles de separar. En consecuencia, los estudios de cohorte que se centran en patrones dietéticos
particulares, como el Estudio Adventista de Salud-2 '* o el estudio EPIC-OXFORD !**) son
potencialmente utiles para examinar el impacto de los acidos sidlicos de la dieta, tales como
Neu5Ac o Neu5Gec, en el microbioma intestinal. Esta informacion sobre la relacion entre los acidos

sidlicos de la dieta y el microbioma puede revelar detalles adicionales sobre varias enfermedades

137,138 12,139-

no transmisibles, como la diabetes tipo 2 13136, trastornos cardiovasculares , 0 el cancer

141

Las bacterias pueden liberar acidos sidlicos conjugados o usarlos como fuentes de nutrientes
142,143 1.0s simbiontes del microbioma intestinal, como e/ Ruminococcus gnavus, pueden eliminar
el 4cido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) de las mucinas y convertirlo en 2,7-anhidro-Neu5Ac '#.
Sin embargo, el catabolismo del 2,7-anhidro-NeuSAc no se limita a R. gnavus. Escherichia coli
también puede transportar y catabolizar acidos sidlicos como NeuSAc, NeuSGe o KDN para
satisfacer sus necesidades de carbono y nitrégeno. Estos acidos sialicos se transportan a través del
transportador NanT y se catabolizan utilizando la aldolasa de 4cido sidlico NanA '¥°. Las
glicosilhidrolasas escinden los enlaces glicocetosidicos de los sustratos O-aceptores del acido
sidlico a través de una reaccion exohidrolitica 6. Ademas, el tratamiento de la carne previa a la
ingesta a través de sialidasas bacterianas podria liberar el Neu5Gce **!%7, lo que podria ayudar a

reducir los efectos inflamatorios en consumidores de carnes rojas '32.

1.4. Interacciones con patéogenos

Los acidos sidlicos actian como receptores de diversos patogenos que producen enfermedades
infecciosas '*®. Algunos patdgenos pueden sintetizar o detener los 4cidos sidlicos de sus huéspedes
e incorporarlos a sus propios glicoconjugados y derivados . Por ejemplo, las bacterias producen
adhesinas o toxinas que interactian con los acidos sidlicos en las células huésped 7, los virus
pueden usar 4cidos sialicos para adherirse a las células y entrar en ellas '*°, y los protozoos pueden

usar 4cidos sidlicos para eludir la inmunidad del huésped '>1-1%,
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1.4.1. Acidos sidlicos y bacterias

Algunas especies bacterianas pueden producir NeuSAc y los glicoconjugados
correspondientes. Otros, en cambio, simplemente pueden utilizar los acidos sidlicos como fuentes
de carbono. Esta capacidad de utilizar acidos sidlicos parece estar correlacionada con la virulencia
bacteriana en una serie de infecciones, especialmente en el entorno profusamente sialilado del
intestino '>*. Las bacterias obtienen 4cidos sialicos de dos maneras: ya sea a través de la sintesis
de novo o a partir de vias de barrido que utilizan sialidasas especificas para escindir los acidos
sialicos en glicoconjugados '*>!5°. Al igual que en los eucariotas, la via de sintesis de novo en las

bacterias comienza con la fosforilacion de la glucosa por una hexoquinasa ',

En E. coli, en la via NeuC, la glucosa se convierte en glucosa-6-fosfato a través de la accion
de una hexoquinasa > 16! A esto le sigue la conversion de glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato
por glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI). Cuatro reacciones tienen lugar secuencialmente, facilitadas
por tres enzimas: glucosamina-6-fosfato sintasa (glmS), fosfoglucosamina mutasa (glmM) y la
enzima bifuncional glucosamina-1-fosfato acetiltransferasa/N-acetilglucosamina-1-fosfato
uridiltransferasa (glmU). El resultado de estos pasos de reaccion es la formacion de UDP-GIcNAc
157.162 1 .a conversion de UDP-GIcNAc a ManNAc es catalizada por la UDP-GlcNAc 2-epimerasa
163 y NeuC, que es responsable de la biosintesis del precursor de N-acetil-D-manosamina, seguida
de la conversion catalizada por NeuB de N-acetil-D-manosamina con fosfoenolpiruvato en el
producto NeuSAc '®+166 (Figura 7) 13%-162-164.167  Alternativamente, una via sintética acortada puede
utilizar precursores de sialilo recolectados de huéspedes animales para producir NeuSAc '®,

particularmente durante la sintesis de la pared celular '*°
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Figura 7. Biosintesis de acido N-acetilneuraminico en procariotas. En la bacteria E. coli, la glucosa se metaboliza a
través de una serie de reacciones enzimaticas. El proceso comienza cuando la glucosa entra en la célula y es fosforilada
por la hexoquinasa para formar glucosa-6-fosfato. El siguiente paso implica una reaccion de isomerizacion catalizada
por la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa (PGI), que convierte la glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato mediante
un reordenamiento. La via avanza a través de varios pasos mas, incluida la escision de la fructosa-6-fosfato, seguida
de una serie de cuatro reacciones catalizadas por enzimas para generar un azicar nucledtido llamado UDP-N-
acetilglucosamina (UDP-GIcNAc). A continuacion, UDP-GIcNAc se convierte en ManNAc, catalizado por NeuC
(UDP-GlcNAc 2-epimerasa), una epimerasa hidrolizante de UDP-GIcNAc. NeuSAc se produce a través de una
reaccion de condensacion de ManNAc con piruvato de fosfoenol (PEP), que es catalizado por NeuB (4&cido sialico
sintasa). El Neu5Ac es cebado por NeuA (acido sidlico O-acetilisterasa) y CTP para formar CMP-Neu5Ac. CMP:
citidina 5’-monofosfato. CTP: trifosfato de citidina; CMP-Neu5Ac: acido citidina-5'-monofosfo-N-acetilneuraminico;
UDP-GIcNAc: difosfato de uridina N-acetilglucosamina. Extraido de: Guerrero-Flores, G.N., et al. (2025). Sialic
Acids in Health and Disease.

Algunas bacterias pueden ser capaces de sintetizar NulOs adicionales estructuralmente

relacionados. Tales NulOs bacterianos incluyen 4cido legionaminico 47, 4cido pseudodaminico

169,170 17

, acido fusaminico "', y 4cido acinetaminico '7>. En este contexto, la convenciéon de
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nomenclatura suele seguir a un nombre derivado de la especie microbiana reportada por primera
vez como su productora '*. Por ejemplo, el 4cido legionaminico se observé por primera vez en
Legionella pneumophila, conocida por la infeccion respiratoria enfermedad del legionario 3. De
manera similar, el &cido acinetaminico se identificé por primera vez en el patdogeno multirresistente

Acinetobacter baumannii 174,

1.4.2. Porphyromonas gingivalis

La periodontitis es una de las enfermedades bucodentales més prevalentes !”°; se caracteriza
por un dafio gradual del ligamento periodontal y los tejidos circundantes, que potencialmente
puede incluir hueso alveolar, con pérdida final de dientes !’°. Estas condiciones se asocian
caracteristicamente con malos hébitos de cepillado y desuso de hilo dental, lo que permite la
colonizacion polimicrobiana en las superficies de los dientes, en forma de una biopelicula pegajosa
77 Porphyromonas gingivalis sirve como un patéogeno clave en la comunidad microbiana,

responsable de la aparicion y progresion de la periodontitis 178180,

La supervivencia de P. gingivalis junto a la mucosa oral depende de su interfaz dindmica y de
su membrana celular '*!, lo que facilita la liberacion de desechos y la adquisicién de nutrientes.
Una vez adherido a la cavidad bucal, P. gingivalis utiliza los aminoacidos del huésped y otras
moléculas que contienen carbono como fuentes de energia y como materiales de construccion para
sus funciones y crecimiento '81%%  Curiosamente, este patogeno gramnegativo, aunque se ha
descrito durante mucho tiempo como asacarolitico, puede utilizar aziucares como la glucosa para
la biosintesis de otras macromoléculas intracelulares '**. La membrana celular de P. gingivalis
también contribuye a la colonizacion eficaz de los tejidos '8!, liberando vesiculas con un arsenal
de factores de virulencia, incluidos lipopolisacaridos (LPS), fimbrias, gingipainas y otros '8>-1%,
El sistema inmunitario del huésped responde a ellas aumentando la produccion y liberacion de
citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF)-a y la interleucina (IL)-1p '*7.
La interaccién entre los microorganismos destructivos y las respuestas inmunitarias

proinflamatorias provoca la degradacion del tejido periodontal !81:188,

Ademas, P. gingivalis es capaz de producir y liberar sialidasas, que también pueden servir
como factores de virulencia '*®. La infeccion puede ser sostenida por la accion de las sialiaidasas

y sialopeptidasas (la O-sialoglicoproteasa) hidroliza el sustrato aceptor del 4cido sidlico a través
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de una reaccion endohidrolitica, escindiendo los &cidos sialicos de las glicoproteinas del huésped
146 y contribuyendo a la progresion de la enfermedad '*°. De manera similar, la virulencia de P.
gingivalis puede aumentar alin mas si las sialidasas también regulan la actividad de las gingipainas
(cisteina proteasas) **!%%. Por el contrario, la inhibicion de las sialidasas de P. gingivalis puede

ser estratégicamente util en el tratamiento de la periodontitis %,

1.4.3. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, comunmente conocido como neumococo, €s un patdgeno
oportunista extracelular grampositivo adaptado al tracto respiratorio superior humano '*°. Esta
bacteria es especialmente predominante en nifios en edad preescolar y aquellos que asisten a

190,191

guarderias . 8. pneumoniae es responsable de un espectro de enfermedades, que van desde

infecciones leves del tracto respiratorio, como sinusitis u otitis media, hasta afecciones graves,

como neumonia, septicemia o meningitis ’>!73173 Las

infecciones neumococicas representan una
amenaza significativa para la salud mundial. A nivel mundial, se ha estimado que las muertes
atribuidas a la enfermedad neumococica entre los nifilos menores de cinco afios alcanzan entre 1,8

y 2,0 millones, causando alrededor del 11% de todas las muertes en este grupo de edad °1"1%4,

La fuente principal de propagacion de S. pneumoniae estd mediada por la transmision desde
la via aérea nasofaringea del huésped '**. Al entrar en la nasofaringe humana, S. pneumoniae se
encuentra con moco, que es rico en glicoconjugados como las mucinas, ricas en GIcNAc, N-
acetilgalactosamina (GalNAc), galactosa y residuos terminales de acido sidlico, particularmente,
NeuSAc 19*1%° Estos azicares son degradados por la maquinaria metabélica especifica de glicanos
de S. pneumoniae '*°, un proceso que incluye la eliminacion de los 4cidos sidlicos terminales, que

también sirven como fuentes de carbono para las bacterias '>1%°,

S. pneumoniae expresa hasta tres sialidasas, incluyendo SpNanA, SpNanB y/o SpNanC 2.
SpNanA, junto con SpNanB, proporciona una fuente de 4cidos sialicos al patdogeno y favorece la
infeccion, nutricion, colonizacion y formacion de biopeliculas del huésped °%1°7:1%8 SpNanC sirve
como regulador de las sialidasas hidroliticas, como SpNanA, catalizando la produccion del
inhibidor de la sialidasa NeuSAc2en '*>!%?. Se considera que el SpNanC es un marcador potencial

19

del sindrome urémico hemolitico neumocécico en nifios '°?, ya que su actividad esta ligada al

desarrollo de esta grave complicacion %200,
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Los estudios continuos de estas sialidasas y sus relaciones estructura-funcion tienen el
potencial de producir nuevos enfoques sobre las infecciones bacterianas !7%183184186 E] desarrollo
de inhibidores selectivos contra las sialidasas abre nuevas perspectivas para el tratamiento de S.

pneumoniae %2,

1.4.4. Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae es un patdgeno humano adaptado a su huésped '°%2°!, Se clasifica en cepas
tipificables, que producen una capsula de polisacaridos (serotipos a-f), y cepas no tipificables y no
encapsuladas de H. influenzae (NTHi) 2°>?%. Los seres humanos sanos pueden ser portadores
asintométicos de H. influenzae en el tracto respiratorio superior 2. Las cepas tipicas de H.
influenzae se asocian con formas invasivas de infeccién, como sepsis 0 meningitis 2%°. Por el
contrario, las cepas de NTHi suelen ser responsables de la inflamacion asociada a las vias
respiratorias, como la sinusitis, la conjuntivitis, la faringitis, la otitis media y la neumonia, ademas
de posibles bacteriemias y meningitis 2%, La NTHi invasiva, que representa entre el 43 y el 91%
de los aislados invasivos, estd aumentando en varios paises, entre ellos Canada, Paises Bajos,
Portugal, Eslovenia y Suecia 2°’. La NTHi tiende a causar enfermedad invasiva grave en neonatos
y en nifios, con comorbilidades significativas 2°¢2%2%  Aproximadamente el 10% de los nifios de
2 a 4 afios de edad %', y el 17% de los nifios en su primer afio sucumben a infecciones mortales
por NTHi 22! El aumento de la incidencia de NTHi invasiva se debe a varios factores, entre

ellos una mayor vulnerabilidad de algunos pacientes 27219,

1.4.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gramnegativa de vida libre, movil y aerdbica 2!2. Es
un patdgeno infeccioso oportunista, generalmente asociado con infecciones nosocomiales,
quemaduras graves, fibrosis quistica crénica, cancer, SIDA, trasplantes y otras afecciones

inmunosuprimidas 202204205,

P. aeruginosa carece de la via sintética del acido sialico de novo. Sin embargo, puede absorber
monosacaridos de fuentes exodgenas, incluido el Neu5Gc 2!'3. Cuando los 4cidos sidlicos son
incorporados por P. aeruginosa, se reduce la deposicion del complemento C3b en la superficie de
la célula bacteriana 2'3. Ademds, P. aeruginosa sialilada tiene afinidad por los receptores CD33
humanos, incluidos los receptores de superficie de las células inmunitarias Siglecs 7 y 9, lo cual,

es una caracteristica compartida con otras bacterias sialiladas 2!421°,
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1.4.6. Clostridium perfringens

Clostridium perfringes es el principal patégeno en las infecciones intestinales e histotdxicas,
produciendo afecciones como gangrena gaseosa y mionecrosis clostridial. 2!72!8, C. perfringens
también se asocia frecuentemente con casos de intoxicacion alimentaria *'°. Se sabe que C.
perfringens es capaz de utilizar 4cidos sidlicos como fuentes de carbono 22%*?!, Ademas de una

222

variedad de toxinas “*°, esta bacteria anaerdbica grampositiva también produce una serie de

sialidasas. De estos, NanH tiene una ubicacion citoplasmatica durante la fase de crecimiento
logaritmico del cultivo. Por el contrario, NanJ y Nanl son exosialidasas secretadas 229222223 La
mayoria de las cepas de C. perfringens producen las tres sialidasas. Sin embargo, algunas cepas
de C. perfringens producen solo uno o dos de ellos. En el caso de las cepas que producen los tres,
el Nanl suele ser responsable del 70% de la actividad total de la exosialidasa ?**. Cuando est

1 217

presente, Nanl mejora la colonizacion de C. perfringens en el tracto intestina y aumenta la

actividad citotoxica y la interaccion de varias toxinas con las células huésped 224,

1.4.7. Neisseria gonorrhoeae

La gonorrea plantea un importante desafio para la salud mundial, debido al aumento de las
tasas de infeccion, la aparicion de resistencia a los antibidticos y la evasion de las respuestas
inmunitarias defensivas 22°%’. Sin embargo, los mecanismos exactos de las interrupciones de las
respuestas inmunitarias del huésped mediadas por N. gonorrhoeae no se conocen bien. Se sabe,
sin embargo, que la sialiltransferasa de N. gonorrhoeae se adhiere a los acidos sidlicos, extraidos
del huésped, a su propio lipooligosacarido de superficie abundante ??’. La longitud y composicion
de estos glicolipidos estan reguladas por genes que codifican las glicosiltransferasas de los

228 La expresién de estos genes constituye un mecanismo primario de

lipooligosacaridos
adaptacion bacteriana a entornos desafiantes al alterar su composicion de oligosacaridos
superficiales 227 ?%. N. gonorrhoeae, aislada de la infeccion uretral, produce predominantemente
lipooligosacaridos, que pueden ser sialilados por sialiltransferasas para una infeccion optima del
tracto genital 23%23!, En este contexto, el 4cido CMP-sidlico del huésped puede ser utilizado por
las sialiltransferasas de N. gonorrhoeae para unir el 4cido sidlico a sus propios grupos hidroxilo

aceptores 2. Muchos aspectos del mecanismo de virulencia de N. gonorrhoeae y su asociacion

con los acidos sialicos aun no se han resuelto.
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1.5. Acidos sislicos e interacciones virales

El paso inicial en el ciclo de vida viral es la union de las particulas del virus a la superficie celular
150232 Esta adherencia se ve facilitada por la interaccion del virus con un receptor especifico !>,
Las moléculas receptoras son componentes integrales de la membrana celular. El determinante del
receptor, que sirve como sitio de union para el virus, puede consistir en un epitopo de proteina o
en la molécula de carbohidratos de una glicoproteina o un glicolipido '*°. Las proteinas solubles
en los fluidos corporales y el moco en los epitelios respiratorios y entéricos también pueden
contener carbohidratos e interferir con la unién del virus a la superficie celular >*. La union se
logra mediante la unidn del virus a un receptor de la superficie celular, y las interacciones suelen
ser electrostaticas. A veces, los correceptores también estan involucrados, lo que podria promover
eventos posteriores al apego en el proceso de entrada. El contacto temprano entre la proteina de
unidn viral y un receptor es débil y reversible. Sin embargo, a medida que multiples proteinas de
union viral interactian con multiples moléculas receptoras, la uniéon se vuelve mas fuerte e
irreversible 2**. Por lo tanto, las células con una mayor densidad o un mayor niimero de receptores

se infectan mas facilmente 2%°.

L1.5.1. Virus de la influenza

Como miembros de Orthomyxoviridae, los virus de la influenza estdn envueltos con ARN
segmentados, monocatenarios y de sentido negativo empaquetados como ribonucleoproteinas en
viriones 2%, En funcién de la diversidad antigénica de las proteinas del virién, como la proteina
de la matriz y la proteina de la nucleocapside, los virus de la gripe se clasifican en tres géneros: A,
By C #7238 La clasificacion adicional se basa en las glicoproteinas hemaglutinina y sialidasa
expresadas en la envoltura viral de los virus de la influenza A y B ?*8. Los virus de la influenza
aviar A muestran una fuerte afinidad por el 4cido sidlico ligado a 2,3 como receptor 203238:238.239,
Como resultado, los virus aviares tienden a unirse a NeuSAc cuando se unen a la galactosa

mediante un enlace 02,3, mientras que los virus humanos se unen en gran medida a Neu5SAc, unida

a la galactosa a través de un enlace 02,6 2324,

Los brotes pandémicos, generalmente caracterizados por epidemias estacionales anuales,
involucran cepas del virus de la influenza A de origen zoonético >*?. La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) estima que las epidemias anuales de gripe provocan aproximadamente 1.000

millones de infecciones, entre 3 y 5 millones de casos de enfermedad grave y entre 300.000 y
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500.000 muertes 43, Aproximadamente el 10% de la poblacion mundial se ve afectada por la gripe

anualmente, lo que provoca aproximadamente medio milléon de muertes al afio 2%,

Los virus de la influenza ingresan a las células a través de la endocitosis, tanto por vias
independientes como dependientes de clatrina 2**. La bicapa de fosfolipidos virales, que se origina
en la membrana del huésped, incluye hemaglutinina, que se expresa en forma de espigas en la
superficie del virion 2%2%. A través de la via de endocitosis dependiente de clatrina, la
hemaglutinina se une a los acidos sidlicos de las glicoproteinas de la superficie de la célula huésped
o glicolipidos, y media la fusiéon de la membrana virus-huésped 224724 Sin embargo, también

se pueden emplear vias endociticas alternativas, como la macropinocitosis 24420231,

Ademas, las sialidasas también se insertan en la bicapa de fosfolipidos virales en forma de
espigas 2*?%_ Estas sialidasas son de crucial importancia durante la invasion viral del epitelio
ciliado en las vias respiratorias humanas 2°2, especificamente, en la eliminacién de receptores
sefiuelo en mucinas, cilios y glicocalix celular 2*>*33. Ademas, la sialidasa contribuye a la
patogenicidad de la gripe a través de varios mecanismos adicionales, todos ellos derivados de su
capacidad para romper el enlace a-cetosidico entre el acido sialico terminal y el residuo de azticar
adyacente 2**. En particular, la sialidasa facilita la liberacion de 4cido sialico, que puede servir
como fuente de carbono para las bacterias 2°°, explicando la frecuente sobreinfeccién por bacterias

tras la infeccién viral por gripe 247>,

Se prevé que en un futuro proximo se introducirdn vacunas contra la gripe que se dirijan

simultaneamente a la hemaglutinina viral y a la sialidasa viral 7.

1.5.2. SARS-CoV>-2

En respuesta a la rapida propagaciéon mundial de la enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré una emergencia de salud
plblica de interés internacional el 30 de enero de 2020 2°8, Esta enfermedad infecciosa conocida
como sindrome respiratorio agudo grave de tipo 2 (SARS-CoV-2) es causada por el coronavirus 2
y ha provocado muchas muertes en todo el mundo. Hasta el 31 de octubre de 2020, se habian
notificado mas de 45 millones de casos confirmados de COVID-19 y 1,2 millones de muertes en

todo el mundo >*. Si bien todos los coronavirus infectan las vias respiratorias, el SARS-CoV-2
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también dafa otros organos, como el corazon, el tracto gastrointestinal, el higado, los rifiones y el

sistema nervioso central. Lo que potencialmente podria conducir a una falla multiorganica 602!,

La particula del virus SARS-CoV-2 es un virus de ARN esférico con envoltura que contiene
un genoma monocatenario. La envoltura viral tiene un didmetro promedio entre 65 y 97
nanometros 2. Al igual que otros coronavirus, el SARS-CoV-2 contiene trimeros de proteina S
que sobresalen de su envoltura. La proteina S estd formada por 1273 aminoacidos que comprenden
dos subunidades, S1 y S2. La union de la subunidad S1 a los receptores de la célula huésped media
la entrada viral y la infeccion. La subunidad S1 contiene dos dominios distintos: un dominio N-
terminal y un dominio C-terminal 2622%, El dominio de unién a glicanos ubicado en el dominio N-
terminal interactiia con glicolipidos y glicoproteinas en la superficie de la célula huésped 2%*. El
dominio C-terminal contiene el dominio de union al receptor que se une al receptor ACE2, el

principal punto de entrada para el SARS-CoV-2 y otros coronavirus 2%°.

Se sabe que algunos coronavirus se unen a los 4cidos sialicos, y la infeccion por SARS-CoV

también podria implicar interacciones con el 4cido sidlico 269267,

Las predicciones
computacionales, los estudios de modelado y los analisis microscopicos indican que el SARS-
CoV-2 puede unirse a los 4cidos sidlicos 2682, Esta capacidad de unién puede explicar la
transmisibilidad extremadamente alta del SARS-CoV-2, en comparacioén con otros coronavirus
humanos 2", Aunque las nanoparticulas de oro conjugadas con 4cidos sialicos tienen una alta
avidez por la proteina S1 del SARS-CoV-2 (que contiene tanto el dominio N-terminal como el
dominio de union al receptor), su union a las moléculas modelo sialiladas parece ser relativamente
débil 271*72, Mientras que numerosos informes y revisiones 2’>?7* discuten el papel potencial de
los 4cidos sialicos como correceptores para el SARS-CoV-2, la estructura especifica de sialilo a la
que se dirige la proteina de espicula sigue sin estar clara 2’°. Se sabe que el dominio de unién al
receptor de la proteina de la espicula del SARS-CoV-2 se une a los oligosacaridos que contienen
acidos sialicos. No obstante, las interacciones preferenciales parecen ser con los lipidos que

d ?2. Ademas, la union directa entre

permiten que el virus ingrese a las células huéspe
oligosacaridos que contienen acido sialico (02,3 y a2,6 sialil N-acetillactosamina) y el dominio N-
terminal de la glicoproteina de la espicula del SARS-CoV-2 se ha verificado mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear por diferencia de transferencia de saturacion 276,

Sin embargo, la relevancia de esta interaccion para la entrada celular ain debe confirmarse. Se
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necesita mas trabajo para comprender mejor el mecanismo de infeccion y la propagacion del

SARS-CoV-2.

1.6. Acidos sialicos y hongos

Los hongos son degradadores eficaces de la materia organica muerta 27’

, y pueden afectar el
ecosistema humano 2%, Ocasionalmente, los hongos pueden volverse patdgenos, explotando el
tejido vivo del huésped para sobrevivir, lo que lleva al desarrollo de enfermedades 27°. Sin
embargo, antes de que eso pueda suceder, las células fingicas deben resistir de alguna manera las
defensas del sistema inmunoldgico humano. Por lo tanto, las infecciones fingicas tienden a ocurrir

en personas inmunodeprimidas. A pesar de esto, los hongos con cépsulas de polisacaridos tienden

a ser mas infecciosos.

1.6.1. Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans se utiliza como organismo modelo que ilustra como los acidos
sidlicos podrian contribuir a la evasion de la respuesta inmunitaria humana 2%, Este hongo
patogeno tiene una verdadera cépsula de polisacarido en el exterior de su pared celular 28!,
sirviendo como su principal factor de virulencia 2%%2, La proteccion del sistema inmunitario se
ve favorecida por los acidos sidlicos y sus derivados 9-O-acetilados, que forman parte de los
polisacaridos capsulares fungicos 2%?%3. Estos 4acidos sidlicos parecen reducir la probabilidad de
fagocitosis por parte de los macrofagos alveolares durante las etapas iniciales de la infeccion, ya

que las basidiosporas se inhalan y entran en los espacios alveolares 281234,

1.6.2. Histoplasma capsulatum

La infeccion por Histoplasma capsulatum provoca una importante morbilidad y mortalidad a
nivel mundial ***. Como ascomiceto dimérfico, este hongo crece en forma de hifa en el suelo y en
los excrementos de aves y murciélagos 2*°. Al entrar en el huésped, en forma de microconidios o
fragmentos de hifas, el H. capsulatum viaja a través del sistema respiratorio dentro de los fagocitos
hasta llegar a los alvéolos 2*7. Alli, la levadura, dentro o fuera de los fagocitos del huésped, se torna
en la forma patogena, produciendo histoplasmosis **"-?%%, Al invadir el sistema respiratorio del
huésped, la levadura debe evadir las defensas inmunomediadas e intracelulares %°. Mientras tanto,
estas células de levadura necesitan sobrevivir o evadir el entorno antimicrobiano hostil dentro de

290,291

los fagocitos , incluida la posible exposicion al oxigeno reactivo, como el perdxido de

hidrogeno, y a las especies reactivas de nitrogeno 2°*2. Las células de levadura inhiben
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activamente la fusion fago-lisosomal, evitando asi la exposicion a las enzimas hidroliticas acidas
de los lisosomas 2723, Ademas, H. capsulatum impide la acumulacion de ATPasa vacuolar, que
normalmente es necesaria para la acumulacion de protones en los fagosomas, lo que permite al
hongo alcalinizar el pH fagosomal a 6,5 2°°2°22%_Si se encuentra un ambiente adecuado para el
crecimiento y la reproduccion, la levadura también puede diseminarse y desarrollar granulomas
288 Posteriormente, el patogeno se disemina a los ganglios linfaticos y luego a varios 6rganos,

gracias a los fagocitos que funcionan como sus transportadores 287289294,

1.6.3. Candida albicans
Candida albicans suele colonizar la piel, la cavidad orofaringea, el sistema gastrointestinal y
el tracto vaginal 2°°. Las infecciones por especies de Candida estdn muy extendidas y son cada

295297 "especialmente durante la infancia o en la vejez 2°>**°. Una amplia gama

vez mas frecuentes
de condiciones, que abarcan factores ambientales, locales y sistémicos, asi como predisposiciones
hereditarias, pueden alterar el estado normalmente latente del Candida **>*%°2%, Los signos y
sintomas pueden corresponder a una variedad de morbilidades, desde trastornos mucocutaneos
superficiales localizados hasta enfermedades invasivas que involucran multiples sistemas de
6rganos 2. La transicion en la fisiopatologia desde el inicio hasta la progresion de la infeccion
también esta influenciada por los rasgos particulares de virulencia que finalmente conducen al

desarrollo de la candidiasis 2°>°!,

Tres tipos de monosacaridos forman cadenas de carbohidratos, o glicanos, dentro de la pared
celular de Candida: D-Glc, GIcNAc, y D-Man 302 Varios informes documentan los acidos sialicos
como constituyentes de la pared celular de la Candida **3%*-%. Los 4cidos sidlicos contribuyen a
la carga negativa de las células fungicas y tienen un papel en su interaccion especifica con el tejido
del huésped, incluido un papel potencial en la patogenicidad ***. Aunque varios microorganismos
que infectan a animales o humanos producen sialidasas para su adhesion o invasion, C. albicans
no lo hace, lo que implica que es probable que la sialidasa fingica no tenga relevancia en la
candidiasis cutdnea o mucosa *®. En consecuencia, esto entrafia que los 4cidos sidlicos son
probablemente adquiridos por C. albicans del entorno del huésped a través de las sialiltransferasas.
Se necesitan mas investigaciones sobre el papel de la sialilacion superficial de C. albicans,

particularmente en lo que se refiere a la infectividad de este organismo.
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1.7. Acidos sidlicos y parasitos

Los parésitos contribuyen significativamente a las enfermedades humanas en todo el mundo,
particularmente en los paises menos desarrollados. La gravedad clinica y los resultados de las
enfermedades parasitarias a menudo se ven fuertemente afectados por el estado inmunolégico del
huésped 3%. Por ejemplo, los helmintos tienden a provocar una respuesta protectora del huésped

397 mientras que los

de linfocitos T tipo 2, con produccion de IgE, eosinofilia y mastocitosis
protozoos inducen una respuesta inmunitaria humoral y/o celular que no suele asociarse a la
eosinofilia 3%, Para superar las defensas inmunitarias, los paréasitos emplean una variedad de
mecanismos. Estos pueden incluir (a) volverse "invisibles" para el sistema inmunolédgico al invadir
organos o células inmunoprivilegiados, como el sistema nervioso central, los ojos o las células
sanguineas, o (b) decorar los glicoconjugados de su superficie con acidos sidlicos, que pueden
sintetizarse directamente o apropiarse del huésped *®. En consecuencia, las células T y los
anticuerpos del sistema inmunitario del vertebrado no pueden acceder al parasito o no reconocen

10

facilmente las superficies antigénicas especificas del parasito para su deteccion !9, ataque y

posterior eliminacion efectivos. Estos mecanismos evasivos son cruciales para la supervivencia

del parasito dentro del huésped '%°.

1.7.1. Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario causante de la enfermedad de Chagas *'!. En
América Latina, casi el 30% de las personas infectadas cronicamente con enfermedad de Chagas
manifiestan una respuesta sistémica intensa que frecuentemente se asocia con dafio a érganos
esenciales, como el corazon o el tracto gastrointestinal. Esto sugiere que una amplia gama de

interacciones huésped-parésito afectan el curso de la infeccion 13312,

El parésito protozoario es transportado por un insecto triatomino !*. Después de que el insecto
infectado se alimenta de sangre, los tripomastigotes metaciclicos de 7. cruzi se descargan a través
de las heces o la orina del insecto. Luego, los tripomastigotes pueden infectar al huésped mamifero
penetrando en la mucosa o a través de regiones discontinuas en el epitelio. Una vez dentro del
huésped, el parasito protozoario infecta rdpidamente una variedad de células de mamiferos
nucleadas. La unién e invasion de las células huésped, y la formacion de las vacuolas parasitoforas
con T. cruzi, involucra una coleccion de proteinas de superficie ancladas a glicosilfosfatidilinositol

polimoérficas, incluidas las mucinas y las trans-sialidasas 3'*. Usando su arsenal, el parasito
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desestabiliza tanto la inmunidad innata como la adaptativa del huésped *'*>16. Aunque no puede
sintetizar acidos sidlicos de novo, T. cruzi utiliza una enzima transialidasa tinica que escinde los
residuos terminales de acido sidlico de los glicoconjugados de la superficie de la célula huésped y
los transfiere a las mucinas de la superficie del pardsito, generando una cubierta
protectora/adhesiva *!”. La sialilacion de las mucinas derivadas de parasitos tiene efectos
inhibidores sobre las células T CD4 !¢, induciendo la supresion de sus respuestas. Ademas, 7.
cruzi libera transialidasa a la circulacion, como un mecanismo de modificacion de la firma de acido
sidlico superficial del huésped, explotando las propiedades funcionales y de sefalizacion de las
células objetivo del huésped de mamiferos 2. Después de que los lisosomas se fusionan con las
vacuolas parasitoéforas, una red compleja de enzimas antioxidantes, incluida la superoxido
dismutasa, protege al microorganismo de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno '8, La
acidificacion asociada con el contenido lisosomal activa ciertos pasos criticos que permiten al
parasito escapar del fagosoma al citoplasma, donde se diferencia en la forma amastigota
replicativa. Después de numerosas duplicaciones y rupturas de la membrana de la célula huésped,
los amastigotes se diferencian en tripomastigotes infecciosos que son capaces de infectar las
células adyacentes y ser transportados por ellas a 4reas distantes a través de la circulacion 318317,
Segun los estudios de deteccion, la ciprofloxacina se une a las transialidasas, que son esenciales
para la supervivencia de T. cruzi 3*°. Esto sugiere que los efectos antiparasitarios de las quinolonas

son, al menos en parte, causados por la inhibicion de la transialidasa *2!.

1.7.2. Plasmodium spp.

La malaria puede ser causada por varias especies de Plasmodium 3. Segun el tltimo Informe
Mundial sobre el Paludismo, en 2023 se registraron 263 millones de casos, lo que supone un ligero
aumento con respecto a los 252 millones de casos del afio anterior. En 2023, se estimé que las
muertes relacionadas con el paludismo ascendieron a 597.000 ***. El aumento de los casos de
paludismo se atribuye principalmente a: a) el desarrollo de resistencia del parasito a los
medicamentos antipaludicos y b) el rapido crecimiento de la poblacién en las regiones mas

gravemente afectadas 322324325,

La infeccion se inicia durante una ingesta de sangre por un mosquito Anopheles infectado,
cuando, junto con la saliva del anticoagulante, se inyectan entre aproximadamente 10 y 100

esporozoitos en la circulacion del huésped 326327, Los parésitos invaden los hepatocitos en el
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higado %%, donde experimentan su primer ciclo de replicacion, produciendo miles de merozoitos.
Estos merozoitos se liberan en el torrente sanguineo *%°, donde infectan los eritrocitos. El parasito
se encierra dentro de una membrana vacuolar parasitofora y comienza a remodelar la célula
huésped *3°. Estos procesos conllevan alteraciones tanto internas como externas que facilitan la
supervivencia y proliferacion del parasito dentro del globulo rojo **'. Durante la etapa de la sangre,
los parasitos se replican asexualmente, madurando en esquizontes que se someten a multiples
rondas de division nuclear para producir merozoitos 3****2, Dado que los gloébulos rojos no son el
objetivo de las células citotoxicas, el parasito esta protegido del sistema inmunitario 32333,
Mientras digiere la hemoglobina del huésped y se replica dentro del gldbulo rojo, el parésito se
expande y modifica la membrana de los globulos rojos 13232333 Los globulos rojos infectados por
P. falciparum se vuelven mas rigidos, mientras que los infectados por P. vivax se vuelven mas
flexibles *2’. En esta etapa, una fraccion de los parasitos se diferencia en gametocitos sexualmente

competentes, que luego pueden transmitirse a través del mosquito vector >34,

El patdgeno de la malaria tiene una selectividad relativamente alta para su respectivo huésped
335 De las cinco especies de Plasmodium que infectan a los humanos, P. falciparum y P. vivax
son, con mucho, las mis comunes y letales **°. Ambos dependen de los 4cidos sidlicos para el
establecimiento de infecciones, la invasion de globulos rojos y la evasion del sistema

329,332,337,338

inmunologico . Sin embargo, la invasion de reticulocitos por P. vivax depende

principalmente del antigeno/receptor de Duffy del reticulocito para las quimiocinas (DARC) 3%,
P. falciparum, por otro lado, emplea una dependencia mas directa y critica de los residuos de acido
sidlico de los eritrocitos, mediada en parte por dos ligandos distintos de proteinas de union al acido
sidlico, expresados en la superficie del parasito y utilizados durante la invasion de globulos rojos.
Estos son: (a) antigeno protector rico en cisteina (PfCyRPA) 3*° y (b) antigeno 175 (EBA-175)
341.342 Bl receptor de superficie de merozoito EBA175 se une a los residuos de acido silico de la

glicoforina A de los eritrocitos 92337

. La actividad de unién de EBAI75 se restringe
principalmente a la region II de la proteina. En consecuencia, se cree que este dominio presenta un
objetivo potencial para el desarrollo de una vacuna contra la malaria **. La expresion de diferentes
formas de proteinas EBA y Rh en aislados de parésitos de campo, incluidos EBA175, EBA140,
EBA181, Rhl y Rh2, hace que estos esfuerzos sean mas desafiantes. Por lo tanto, es probable que

no sea suficiente dirigirse a EBA175 solo con una vacuna contra P. falciparum. El desarrollo de
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una vacuna multivalente, que incorpore varias proteinas clave en la etapa sanguinea, deberia ser

més prometedor >4

1.8. Analisis de acidos sialicos y enfermedades
Los enfoques analiticos para caracterizar los acidos sidlicos incluyen técnicas de separacion,

344 electroforesis capilar **, métodos de deteccion como la colorimetria 346

como la cromatografia
y la espectrofotometria **7. La colorimetria y la electroforesis capilar son relativamente sencillas
de operar, pero tienden a tener una menor sensibilidad y especificidad en comparacion con otros

métodos **. La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se usa comuinmente para la

348,349 350

separacion de acido sidlico y generalmente se combina con detectores de luz ultravioleta
o de fluorescencia **!**2, En la actualidad, el estudio de los acidos sialicos se ve facilitado en gran
medida por la aplicacion de técnicas de espectrometria de masas para la deteccion y cuantificacion

especificas 33737,

La espectrometria de masas puede proporcionar informacion cualitativa (estructural) y
cuantitativa (masa o concentracion molecular) sobre moléculas especificas de interés 3%, Los
espectrometros de masas constan de cuatro componentes principales ***%: (1) una fuente de iones,
que permite la ionizacion de las moléculas de la muestra; (2) un analizador de masas, que separa
los iones de acuerdo con su relacion masa-carga (m/z); (3) un detector, que mide las abundancias
de iones separadas en forma de sefiales eléctricas, y (4) un dispositivo de registro, que transforma
la sefial del detector en un formato adecuado para su posterior analisis y procesamiento. El proceso
en si se desarrolla en sus respectivas etapas: (a) La vaporizacion e ionizacion de la muestra 361-392,
Se pueden utilizar varios enfoques para la ionizacion en la fase gaseosa, incluidos la ionizacion de
electrones, la ionizacion quimica, la ionizacion por electrospray (ESI), la fotoionizacion, el plasma
acoplado inductivamente y la ionizacion por desorcion laser asistida por matriz 3. (b) Aceleracién
de iones a través de un campo eléctrico para alcanzar la misma energia cinética **. (c) Separacion
y clasificacion de iones segun sus relaciones m/z especificas 33836, (d) Fragmentacion de iones
para generar fragmentos, cuya distribucion es caracteristica de cada molécula. Por lo general, esto
se logra en espectrometria de masas en tindem y (e) Deteccion y registro de iones, en funcion de

la abundancia de iones y la intensidad relativa 36136,
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Las ventajas técnicas de la espectrometria de masas incluyen alta sensibilidad, selectividad

: ‘o 5. 353,366 . :
especifica y requisitos de muestras pequenas . En consecuencia, la espectrometria de masas
se ha convertido en el enfoque preferido para la investigacion de los acidos sidlicos **’. Como
resultado de los continuos avances, ahora se estdn estudiando diversos acidos sidlicos y otros
carbohidratos asociados en una variedad de organismos y tejidos humanos, mientras que también

se estan investigando sus posibles funciones en la salud y la enfermedad humanas.

1.8.1. Procesos inflamatorios

El importante papel de los acidos sidlicos en la afectacion de los procesos fisioldgicos y
patoldgicos del huésped incluye, como se ha visto, la transferencia de informacion a través de la
interaccion célula-célula *'3?*) la mediacion de infecciones bacterianas y virales *!>?*; pero
también incluye la participacion en procesos inflamatorios, incluyendo las enfermedades

cardiovasculares 1324

, el crecimiento tumoral y la metéstasis *!*?*. Es asi como varias condiciones
patoldgicas se asocian caracteristicamente con cambios estructurales y funcionales en la expresion

de los acidos sialicos *'.

Tales alteraciones en los glicanos sialilados pueden detectarse facilmente en secciones
histologicas utilizando lectinas vegetales o anticuerpos antiglicanos **®. El aumento de los niveles
de acido sialico total y libre en casi cualquier afeccidon grave o proceso inflamatorio es coherente
con su posible papel como marcadores de trastornos inflamatorios 336739370 Qi bien la
justificacion que respalda el valor pronostico de los acidos sidlicos en condiciones patoldgicas no
estd clara, se han propuesto algunas posibles explicaciones. Estos incluyen (a) la activacion de la
sintesis y secrecion de proteinas de fase aguda basadas en hepatocitos, incluidas varias
sialoglicoproteinas, (b) deterioro de la integridad de la membrana debido al dafio celular y (c)
actividades reguladas al alza de sialidasas y sialiltransferasas 7°. Estas circunstancias podrian
conducir a cambios medibles en los niveles de 4cido sidlico o en los patrones de sialilacion,
correlacionandose con la progresion de la enfermedad; pero esto no ha sido suficientemente

estudiado.

1.8.2. Enfermedades cardiovasculares
Las enfermedades cardiovasculares (ECV), con sus factores de riesgo conductuales,

ambientales, cardiometabdlicos y sociales, representan la principal causa de morbilidad y
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mortalidad prematura a nivel mundial en los paises occidentales desarrollados *’!. Algunos de los
factores de riesgo que podrian modificarse para ayudar a prevenir o reducir las ECV incluyen la
falta de actividad fisica adecuada, un estilo de vida sedentario, hiperlipidemia, obesidad,

hipertension, diabetes y tabaquismo 72,

Las paredes arteriales comprenden varios tipos de células y una matriz extracelular
especializada, todas las cuales proporcionan elasticidad y fuerza vascular ajustables 7. Las
superficies luminales vasculares estan revestidas por una capa de células endoteliales, que a su vez
estan cubiertas por un glicocalix denso y muy sialilado *7*. Estos glicoconjugados sialilados
participan en la regulacion de las interacciones célula-célula para (a) las uniones celulares entre
las células endoteliales y (b) el contacto entre las células endoteliales y las células sanguineas
circulantes. También desempefian un papel como receptores vasculares que modulan la unién de

375 Ademas, los 4cidos sidlicos proporcionan cargas

ligandos solubles y su sefalizacion
superficiales negativas netas a las células endoteliales vasculares y a los receptores de lipoproteinas
de baja densidad (LDL). Por lo tanto, la sialilacion, o la adicion covalente de acidos sidlicos a los
extremos de los glicoconjugados, y la desialilacion, o la eliminacion del 4cido sialico de los
glicoconjugados, representan una parte fundamental del metabolismo del acido sidlico en una

variedad de procesos >>!7!,

Dado que los acidos sialicos recubren todas las superficies celulares, muchas moléculas
circulatorias y la mayoria de los complejos moleculares, la alteracion de estos monosacaridos
podria tener efectos variados, incluyendo potencialmente un papel en la patogénesis de las ECV
27376377 La desialilacién, por ejemplo, se reconoce como uno de los pasos mas importantes en la
cascada patologica pro-aterogénica 3’8, En las células adrticas intimales humanas cultivadas, el
deposito de colesterol aumenta significativamente cuando las LDL se tratan con sialidasa antes de
la adicién al cultivo 378, La disminucién del contenido de 4cido sidlico de las LDL conduce a una
mayor formacion de agregados, que son facilmente absorbidos por las células musculares lisas.
Ademas, algunos 4cidos sidlicos libres, como el Neu5Gc no humano, también podrian ser factores
de riesgo potenciales para las ECV *” o servir como biomarcador para ello. El Neu5Gc se acumula
en las superficies endoteliales y en las placas aterosclerdticas, donde los anticuerpos anti-Neu5Gce

pueden desencadenar la activacién endotelial y la induccion de la inflamacién vascular . Sin
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embargo, a pesar de estos estudios in vitro, la correlacion clinica entre los acidos sialicos séricos,

los anticuerpos anti-Neu5Gc y su relacion con las ECV sigue sin estar clara (Tabla 1).

Al comparar el contenido de 4cidos sidlicos en el tejido adiposo entre individuos que seguian
patrones dietéticos habitualmente vegetarianos u omnivoros, se encontraron niveles
significativamente mas altos de Neu5Ac en veganos y lacto-ovo-vegetarianos en comparacion con
los omnivoros *>7. Estos hallazgos podrian ser comparables con otros estudios que informan sobre
los efectos cardiometabolicos intrinsecamente protectores de la suplementacion con NeuSAc o
ManNAc 379381382 A pesar de esto, afin no se han establecido los efectos beneficiosos de NeuSAc
dietético en sujetos vegetarianos. Sin embargo, los efectos positivos de una dieta vegetariana en
este contexto se podrian inferir, entre otras cosas, dado el bajo riesgo de mortalidad por enfermedad

cardiovascular entre estos individuos *%.

1.8.3. Cancer

El sistema inmunitario puede ser dirigido de varias maneras para identificar y atacar tumores
384 Los 4cidos sialicos protegen las superficies del huésped al resistir las reacciones inmunitarias
inapropiadas contra los antigenos propios. Esto suprime eficazmente la respuesta inmunitaria. En
este contexto, los glicanos, incluidos los &cidos sidlicos terminales, representan patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs), que son reconocidos por los receptores de
reconocimiento de patrones (RRPs) **°. Como resultado, los acidos sidlicos desempefian un papel
fundamental en la modulacion de la reactividad inmunitaria al servir como una sefial de auto-
reconocimiento de varias maneras, incluyendo (a) a través de las interacciones del complemento,
(b) a través de la alteracion de la eliminacion de patdogenos mediada por anticuerpos, o (¢) a través
de lectinas similares a las inmunoglobulinas de unién al 4cido sidlico (Siglecs) 6. En
consecuencia, las estrategias que interrumpen la evasion inmunitaria mediada por el acido sialico,
como dirigirse a las interacciones de Siglec o modular la expresion de sialoglicanos, son

prometedoras para mejorar el reconocimiento inmunitario y las terapias contra el cancer.
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Tabla 1. Acidos sialicos y su asociacion con enfermedades cardiometabdlicas

Enfoque
Titulo Aiio Hallazgos Ref.
Animal Humano
El nivel sérico de acido sialico se
Relation of serum sialic acid to correlaciona positivamente con (a) la
blood coagulation activity in type X 2002  actividad de coagulacion sanguinea y 136
2 diabetes (b) los niveles circulatorios de
fibrindgeno.
High fat diet-i , . .
. 'eh fa die 1I}du§ed NeuS5Ac podria ser util para prevenir la
inflammation and oxidative stress : ., . At 387
X 2005 inflamacion y el estrés oxidativo
are attenuated by N- . L .
A asociados con la hiperlipidemia.
acetylneuraminic acid in rats
Entre los pacientes indios con diabetes
. . T tipo 2, los niveles elevados de 4cido
Relationship between Sialic acid siglico, séricoV urinar;]o asi comc: de
and metabolic variables in Indian X 2005 i ooy . 388
. . . microalbumina, estan fuertemente
type 2 diabetic patients . L
asociados con complicaciones
microvasculares.
El porcentaje de grasa corporal se
Percentage of body fat and plasma correlaciona con los niveles
glucose predict plasma sialic acid < 2006 plasmaticos de 4cido sialico y 135
concentration in type 2 diabetes contribuye a elevar las concentraciones
mellitus de acido sidlico en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2.
Los pacientes con EAC muestran
Sialic acid and oxidizability of aumentos significativos en los niveles
lipid and proteins and antioxidant < 2007 de acido sidlico total y marcadores de 369
status in patients with coronary estrés oxidativo. Ademas, los niveles
artery disease mas altos de TSA se correlacionan con
una mayor gravedad de la EAC.
N-Acetylneuraminic Acid
Supplementation Prevents High La administracion de una dosis baja de
Fat Diet-Induced Insulin acidos sialicos previene la resistencia a 189
. . X 2015 . . .
Resistance in Rats through la insulina en ratas alimentadas con
Transcriptional and una dieta alta en grasas.
Nontranscriptional Mechanisms
N-Acetylneuraminic acid L.OS datos muestran que fou.SAc
. previene los niveles altos de lipidos en
attenuates hypercoagulation on . . . 181
. - X 2015 sangre inducidos por la dieta alta en
high fat diet-induced .
- . grasas y el aumento asociado de la
hyperlipidemic rats .y .
coagulacion sanguinea en ratas.
Sialidase downregulation reduces La disminucién de la expresion o
non-HDL cholesterol, inhibits funcioén de Neul reduce la
leukocyte transmigration, and X 2018 aterosclerosis en ratones al afectar (390)
attenuates atherosclerosis in ApoE sustancialmente el metabolismo de los
knockout mice lipidos y la inflamacion.
. . .. Las i i irigi lal
Supplementation with the Sialic X X 2019 as intervenciones dirigidas a la IgG 382

Acid Precursor N-Acetyl-D-

hiposialilada y al FcyRIIB, como la
suplementacion con ManNAc, podrian
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Mannosamine Breaks the Link romper el vinculo entre la obesidad y
between Obesity and Hypertension la hipertension y proporcionar nuevos
enfoques terapéuticos.

Neuraminidases 1 and 3 trigger

atherosclerosis by desialylating Las neuraminidasas 1 y 3 inician la
low-density lipoproteins and X X 2021  aterosclerosis y la formacion de estrias 138
increasing their uptake by grasas aorticas.
macrophages
Sialic acid metabolism as a potential Las concentraciones de Neu5Ac son
therapeutic target of atherosclerosis significativamente mas altas en los
Sialic acids NeuSAc and KDN in veganos y lacto-ovo-vegetarianos en
adipose tissue samples from X 2023 comparacion con los omnivoros. Se 357
individuals following habitual observo una asociacion inversa
vegetarian or non-vegetarian dietary significativa entre los niveles de KDN y
patterns el indice de masa corporal.

Extraido de: Guerrero-Flores, G.N., et al. (2025). Sialic Acids in Health and Disease.

Las lectinas representan una familia de receptores inmunomoduladores ubicados en las
superficies de granulocitos, monocitos, células presentadoras de antigenos y células asesinas
naturales. Comunmente, los Siglecs contienen un motivo inhibidor basado en tirosina
inmunorreceptor (ITIM) dentro del dominio citoplasmatico #1212 Un subconjunto de estos,
Siglecs 14-16, no posee un ITIM, sino que contiene dentro de su region transmembrana un residuo
de lisina, que facilita las interacciones con las proteinas adaptadoras que contienen motivos

activadores basados en tirosina (ITAM) 3

La funcién del sistema inmunitario durante la formacion y progresion del tumor, o en el
desarrollo de resistencia y erradicacion de neoplasias emergentes, tumores en estadio tardio y
micrometdstasis, no esta totalmente clara **. La teoria de la vigilancia inmunitaria sostiene que el
sistema inmunitario escanea constantemente las cé€lulas y los tejidos, y que esa vigilancia
inmunitaria siempre alerta es responsable de reconocer y eliminar la mayoria de las células
cancerosas tempranas y los tumores nacientes >*°. La deteccion de células anormales puede ocurrir
cuando se produce una expresion superficial aberrante de los glicanos sialilados SLeA, SLeX, STn
o GM2 (Figura 8) >>391:3%963% Egto puede ser el resultado de la actividad regulada al alza de las
sialiltransferasas, lo que conduce a la incorporacion de varios acidos sidlicos de superficie (Tabla
2) 3939 Sin embargo, una vez que los Siglecs se unen a los glicanos sialilados en las células
cancerosas, también se puede promover la sefializacion inmunosupresora *?*#%2, Por ejemplo, la

muerte de las células tumorales mediada por células asesinas naturales (NK) se inhibe mediante
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las interacciones entre Siglec-7 o Siglec-9 expresadas en NK y los glicanos sialilados, que sirven

como ligandos de Siglec en las células tumorales 2.

Sialylated tumor-associated glycans

A Fuc Sialylated N-glycans
* gg:ﬁ!\c I Sialylated O-glycans
® Man ‘\

W GlcNAc

\

sLerlx

Figura 8. Glicanos sialilados en el cancer. Las células tumorales tienen niveles aumentados de glicanos sialilados

en su superficie celular, incluidos sialyl LewisA (SLeA), sialyl LewisX (SLeX) y sialyl-Tn (sTn). GD2, di-

sialogangliosido. Extraido de: Guerrero-Flores, G.N., et al. (2025). Sialic Acids in Health and Disease.

Tabla 2. Concentraciones de acido sialico en cancer humano, en diferentes células tumorales

Cancer Neu5Ac Neu5Gce KDN  Ref.
5
Céancer endometrial (ug/g) 6,99 l?ozi 3,05 % 1,3x10*+ 5 x 103 - 408
Células de osteosarcoma (pg/mL) 53,6 17,5 0,36 404
Cancer de proéstata (ug/100 ug 3,09 x 107°- 6,04 x i i 105
proteina) 102
—3—
Cancer pancreatico (ng/L) 9,27 x 11(?,3 3,7 - - 140
Céncer de esofago (ng/g) 85 0,03 2 354
Mesotelioma maligno (ug per 10°  Cultivo Extracto de Cultivo Extracto de 106
membrana membrana -
cells) celular cel celular cel
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STAV-FCS 5,05 Traces 35,77 20,37

STAV-AB 10,85 ND 13,66 19,23

Wester 11,53 ND 18,65 25,3

Células de adenocarcinoma(ug per 10° cells)

Wart 6 Traces 16,51 21,12

Células de osteosarcoma (g per

- _ 407
106 cells) 3,97 2,75 4.48

KDN, acido 2-ceto-3-desoxi-D-glicero-D-galacto-nononico; NeuSAc, acido N-acetilneuraminico; NeuSGe, acido N-
glicolilneuraminico; ND, no detectado; STAV-AB, linea celular cancerosa, especificamente, mesotelioma maligno; STAV-FCS,
sublinea de células cancerosas, especificamente, el fenotipo sarcomatoide del mesotelioma. Extraido de: Guerrero-Flores, G.N.,
et al. (2025). Sialic Acids in Health and Disease.

A través de un proceso de inmunoedicion 3*°, se seleccionan células tumorales que, como parte de
las estrategias evasivas, imitan los patrones de glicosilacion de las células sanas utilizando sefiales
"propias" de glicanos sialilados en la superficie **®4%_ Este mecanismo podria representar un
posible punto de control inmunitario para el cancer, dado que en el contexto tumoral, las células
inmunitarias pueden producir sialoglicanos aberrantes como ligandos principales para los Siglec
4041 por lo tanto, es factible dirigirse al punto de control glicoinmune sialoglicano-Siglec
mediante el empleo de anticuerpos bloqueadores de Siglec. Un enfoque alternativo podria ser
reducir la densidad de ligandos dirigiéndose a los sialoglicanos *!2. Se ha demostrado, por ejemplo,
que cuando el glico-perfil de una célula cancerosa se altera por hipersialilacion (un incremento en

los residuos de 4cido sialico de hasta un 40-60%) 4%

, que se produce mediante la regulacion al
alza de las sialiltransferasas, la regulacion a la baja de las neuraminidasas o una combinacion de
ambas, el tumor se vuelve més agresivo, lo que provoca metéstasis y quimiorresistencia *74%, Esto
sugiere que la regulacion a la baja de la sialilacion superficial de las células cancerosas puede

hacerlas menos agresivas y mas accesibles para el sistema inmunitario.

1.8.3.1. Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los canceres mas comunes y se asocia con una de las
tasas de mortalidad maés altas del mundo *!*. Es el tercer cidncer mas comtinmente diagnosticado
entre los hombres y el segundo entre las mujeres *'*. Numerosos estudios informan asociaciones

entre los factores dietéticos y el riesgo total de cancer *3341541?_Se estima que la dieta y la nutricion
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explican hasta el 30-50% de la incidencia mundial de CCR *?°. Por ello, los enfoques dietéticos
para la prevencion del cancer son de gran interés >33, por su impacto como modificadores de riesgo
dentro del proceso “multistep” de la tumorigénesis colorrectal ***. En este contexto, las dietas
vegetarianas se asocian con una menor incidencia general de cancer colorrectal **3. Por el contrario,

el consumo de carnes rojas y procesadas se asocia con un mayor riesgo de cancer de colon y recto
421-424

Multiples mecanismos explican los posibles efectos promotores del cdncer asociados con el
consumo de carnes rojas o procesadas. Estos incluyen (a) dafio al ADN debido a los efectos toxicos
y mutagénicos de los compuestos N-nitrosos producidos durante el asado a alta temperatura *?°,
(b) una ingesta dietética elevada de sal y grasas saturadas **°, (c) efectos pro-oxidantes del hemo
y del hierro hemo **’, (d) produccién de trimetilamina (TMA) por el microbioma intestinal, que
posteriormente es oxidada por las enzimas hepaticas para formar N-6xido de trimetilamina
(TMAO) 1¥%42  (e) alteracion de la composicion del microbioma intestinal humano %2y (f) el

aumento de los niveles de virus contaminantes que causan cancer *%°.

La hipotesis de la xenosialitis como un aspecto de la inflamacién crénica esta siendo cada vez
mas discutida ?°. El cuerpo humano sintetiza sus propios 4cidos sialicos, ademas de los azlicares
dietéticos obtenidos exdgenamente, como se ha comentado **’8. Dichas fuentes dietéticas pueden
incluir Neu5Ge, especialmente de alimentos como la carne roja, la leche o los productos lacteos
109430431 "Se ha sugerido que Neu5Gc podria ser un factor de riesgo potencialmente agravante para
el carcinoma #*®. El mecanismo probable propuesto se basa en estudios de modelos de raton
1120424 T s dos principales contribuyentes son: (a) el hecho de que los seres humanos tienen una
mutacion en el gen CMAH, que codifica la citidina monofosfato-N-acetilneuraminico hidroxilasa

(Cmah), que convierte NeuSAc en Neu5Gc 14120275432

, y (b) el hecho de que los seres humanos
pueden metabolizar el Neu5Gc de la dieta e incorporarlo durante la formacion de glicanos humanos
nativos en lugar del NeuSAc generalmente asimilado 23, Por lo tanto, se pueden expresar
multiples instancias de neoantigenos glicanos potencialmente inmunogénicos que contienen
Neu5Gc en las superficies epiteliales del colon '?°. Como resultado, se pueden activar dos
mecanismos diferentes: (1) la via de sefializacion canonica NF-kB, que regula la transcripcion de
factores inflamatorios, y (2) la formacion in situ de inmunocomplejos antigeno-anticuerpo '!'.

Ambos procesos promueven la inflamacion sistémica y el posterior dafio tisular ***. En
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consecuencia, cada uno de ellos podria explicar la relacion entre una dieta rica en carne roja y el

carcinoma de colon.

Esta hipotesis de la xenosialitis fue probada, con algunos resultados mixtos. Dado que se sabe
que las células anti-T policlonales de conejo IgG (ATG) provocan una respuesta inmunitaria en

los seres humanos hacia Neu5Ge 3

, se probaron receptores de aloinjertos tratados con IgG de
origen animal. Sin embargo, en un estudio, no se encontro6 evidencia de que la exposicion a niveles
mas altos de anti-Neu5Gec se relacione con una mayor incidencia de carcinoma de colon *¢. En
contraste, en otro estudio de 71 sujetos, se inform6 una asociacion positiva entre el riesgo total de
anti-Neu5Gc y el CCR '¥. Sin embargo, ain no se ha demostrado una asociacion significativa
entre la IgG anti-Neu5Gc y la ingesta dietética de carne roja '*°. Curiosamente, un estudio diferente

informo6 un claro vinculo entre los niveles y el repertorio de IgG sérica anti-Neu5Ge y Neu5Ge del

consumo dietético de carne roja y lacteos '?°.

Se necesitan més investigaciones con el poder estadistico adecuado para dilucidar los vinculos

entre la dieta, Neu5Gc, anti-Neu5Gc y el riesgo de este tipo de enfermedad cronica.

1.8.4. El Estudio Adventista de Salud 2 (AHS-2)

A través de los estudios de cohorte se investigan posibles asociaciones entre un factor al cual
se exponen los participantes y el resultado de la aparicion de alguna enfermedad de interés o el
efecto de una o mas caracteristicas de los participantes en los resultados prondsticos **7*8. En este
tipo de estudios, los participantes se clasifican en dos grupos: unos expuestos al factor y otros no
expuestos al factor **°. La clasificacion se hace al inicio del estudio cuando todos los participantes
estan libres de la enfermedad de interés **°. Luego, estos son seguidos durante un periodo de tiempo
para observar la frecuencia de aparicion del fendmeno de interés. Los estudios de cohorte son de
tipo observacionales longitudinales y pueden ser prospectivos o retrospectivos *: los prospectivos
se inician antes de la aparicion de la enfermedad (a veces, antes de la exposicion al riesgo) y en
los retrospectivos la enfermedad ya ha tenido lugar, sin embargo, los pacientes estdn previamente

definidos por la exposicion al factor de riesgo 4.

El Estudio Adventista de Salud-2 (AHS-2, por sus siglas en inglés) es un estudio de cohorte
de 96.469 hombres y mujeres de iglesias adventistas distribuidas geograficamente en Estados

Unidos y Canada con el objetivo de relacionar las opciones de estilo de vida, particularmente la
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dieta, con los resultados de salud '*3, y cuyos participantes fueron reclutados entre 2002 y 2007
41 Esta cohorte es relativamente tinica por su amplia gama de patrones dietéticos en comparacion
con la poblacidon occidental general. En concreto, el 8 % son veganos, el 28 % son lacto-ovo-
vegetarianos, el 16 % son semi o pesco-vegetarianos y el 48 % no son vegetarianos. También
existe una gran variacion en el consumo de alimentos vegetales, como nueces, soja, otras

legumbres y granos *¥2.

La mayoria de los participantes del estudio son caucésicos y negros/afroamericanos,
incluyendo otras minorias étnicas, con 30 afios 0 mas y con suficiente dominio del inglés. Estos
completaron un extenso cuestionario de estilo de vida que incluyd un cuestionario de frecuencia
alimentaria disefiado para evaluar la ingesta habitual de ciertos alimentos y clasificar a los

. . r re d. . 441 T d 1 . . 1 d . .b.
participantes segun su patron dietario **'. Todos los participantes, al momento de inscribirse,
firmaron el consentimiento informado **!**3. Los métodos de reclutamiento y seleccion de la

cohorte se han descrito anteriormente con detalle '33.

Parte de la comprension sobre los efectos en la salud de las dietas vegetarianas proviene de
algunos estudios de cohortes, especialmente en el AHS-2 *** y los vegetarianos britanicos **#47.
En diferentes analisis de datos de los participantes del AHS-2 se ha mostrado la prevalencia de
enfermedades en funcioén de la dieta. Por ejemplo, se examin6 la prevalencia de obesidad, el
sindrome metabdlico, la hipertension, la diabetes mellitus, la densidad 6sea y el riesgo de fractura,
la mortalidad y el cancer (considerados como todos los canceres combinados y por sistema de
organos) ***. En general, los participantes vegetarianos, en comparaciéon con omnivoros,

presentaron: (a) valores menores de IMC #4844

(b) niveles mas favorables en todos los
componentes del sindrome metabolico, relacionados con la trigliceridemia, presion arterial
diastolica, presion arterial sistolica, circunferencia de cintura, IMC y glicemia, excepto para HDL
430. (c) menor prevalencia de hipertension *!; (d) menor prevalencia de diabetes mellitus; (e)
reducciones significativas en el riesgo para varios tipos de canceres *%; y (f) una reduccion de la

mortalidad por todas las causas estudiadas 4!,

No obstante, la evidencia disponible sobre la influencia del tipo de dieta, el indice de masa
corporal, la edad, el sexo y la raza sobre los niveles de 4cidos sidlicos y sus precursores en humanos

es aun limitada. Asimismo, la relacion entre estos compuestos y las enfermedades cronicas no
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transmisibles no ha sido suficientemente caracterizada en estudios de cohorte con caracteristicas

epidemiologicas como el AHS-2.

Dado que los acidos sidlicos participan en multiples procesos biologicos relacionados con la
sefializacion celular, la inflamacién y el metabolismo, esta falta de conocimiento limita la
comprension de los mecanismos que podrian vincular la alimentacion y otras caracteristicas
individuales con procesos asociados al desarrollo de enfermedades cronicas. En consecuencia,
resulta relevante determinar en qué medida el patrén dietario, la edad, el sexo, la raza y el indice
de masa corporal se asocian con las concentraciones de KDN, NeuSAc y su precursor ManNAc,
asi como explorar su relacion con enfermedades cronicas no transmisibles. En este contexto, la
cohorte AHS-2 constituye una oportunidad excelente para investigar dichas asociaciones en una

poblacion con diferentes tipos dietarios y caracteristicas demograficas.
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2. PREGUNTA E HIPOTESIS

(En qué medida el tipo de dieta, la edad, el sexo, la raza y el indice de masa corporal se asocian
con los niveles de KDN, Neu5Ac y su precursor (ManNAc) en humanos, y como se relacionan

estos niveles con la presencia de enfermedades cronicas no transmisibles?

Se hipotetiza que el tipo de dieta, las caracteristicas sociodemograficas y el indice de masa
corporal se asocian con diferencias en las concentraciones de KDN, Neu5Ac y su precursor
metabolico ManNAc en humanos. Asimismo, se plantea que las variaciones en estos

monosacaridos podrian asociarse con la presencia de enfermedades cronicas no transmisibles.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Evaluar las concentraciones de NeuSAc y KDN en tejido adiposo y NeuSAc, KDN y ManNAc
en suero, y la asociacion entre los patrones dietarios de individuos omnivoros, lacto-ovo-
vegetarianos y veganos, en participantes del AHS-2 y las caracteristicas demograficas y medidas

antropométricas.

3.2. Objetivos especificos

1. Establecer un método para la extraccion de formas totales de KDN y NeuSAc en tejido
adiposo, asi como formas totales y libres de estos monosacaridos y ManNAc en suero de

participantes del AHS-2.

2. Desarrollar un método de LC-MS/MS para la mediciéon de KDN y Neu5Ac en tejido
adiposo, y de KDN, Neu5Ac y ManNAc en suero de participantes del AHS-2.

3. Cuantificar las concentraciones de KDN y Neu5Ac en muestras de tejido adiposo, y de
KDN, Neu5Ac y ManNAc en suero de participantes del AHS-2, y comparar los niveles
entre individuos que siguen patrones dietéticos habituales, vegetarianos u omnivoros a

largo plazo, asi como entre grupos raciales.

4. Investigar las asociaciones entre las caracteristicas demograficas e indice de masa corporal
de participantes en la cohorte del AHS-2 en relacion con las concentraciones de KDN y

NeuSAc en tejido adiposo y KDN, NeuSAc y ManNAc en suero.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Muestras humanas de tejido adiposo y suero

En el presente estudio observacional analitico de corte transversal se midieron las
concentraciones de dcidos sialicos en 156 muestras de tejido adiposo humano de participantes de
la cohorte del Estudio Adventista de Salud-2 (AHS-2) en el “Mass Spectrometry Core Facility” de
la Universidad de Loma Linda, California, Estados Unidos. La cohorte AHS-2 se establecio entre
2002 y 2007 y consta de mas de 96.000 adventistas del séptimo dia en los EE. UU. UU. y Canada,
con una proporcion considerable (~ 50%) de vegetarianos. Los participantes del estudio
completaron un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos al inicio del estudio; se
definieron como veganos (n = 52; vegetarianos estrictos con evitacion completa de todos los
productos de origen animal o consumo < 1/mes), lacto-ovo-vegetarianos (n = 56; evitando todas
las carnes, pero consumiendo lacteos y/o huevos > 1/mes) y omnivoros (n = 48; consumiendo
carnes, no solo pescado, > 1/mes). A partir del cuestionario basal se calculd la informacion

sociodemografica y el indice de masa corporal (IMC).

Este estudio incluy¢ la seleccion de aproximadamente el mismo nimero de muestras (155) de
participantes veganos, lacto-ovo-vegetarianos y omnivoros que previamente proporcionaron

muestras biologicas, incluyendo tejido adiposo y sangre #3344,

Entre los participantes
seleccionados, 4 presentaban antecedentes de enfermedad cardiovascular (CVD) y 12 reportaron
diagnostico previo de hipertension, lo que permitio explorar los niveles de los monosacaridos en

estudio en funcion de la presencia o ausencia de estas condiciones.

Las muestras de tejido adiposo se obtuvieron aspirando una muestra subcutanea de grasa del
gliteo con aguja y jeringa, y se mantuvieron congeladas en nitrogeno liquido '33. Asi mismo, para
las pruebas previas al uso de muestras humanas de tejido adiposo, se obtuvieron muestras de tejido
adiposo de vaca, cerdo, cordero y aves de corral en supermercados locales del Sur de California,
USA. Por otro lado, las muestras de sangre en ayunas fueron obtenidas por venopuncion,

coaguladas y centrifugadas. El suero separado se almacen6 en nitrogeno liquido.

4.1.2. Consideraciones éticas
Este estudio fue revisado y aprobado por la Junta de Revision Institucional de la Universidad

de Loma Linda (IRB #48134, #5190039). Los procedimientos asociados a este proyecto se
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gestionaron de acuerdo a los estdndares éticos internacionales recomendados por el Protocolo de
Helsinki para la investigacion en humanos, y se obtuvo el consentimiento informado de todos los

participantes.

4.2. Descripcion de procedimientos y técnicas
4.2.1. Equipo para cuantificacion de monosacaridos

La columna Accucore HILIC (150 mm x 4,6 mm, 2,6 um de particulas) se obtuvo de Thermo
Scientific (Waltham, MA) y se conectd con una precolumna Accucore HILIC (10 mm X 4,6 mm,

2,6 um).

El equipo utilizado para el analisis de monosacaridos incluyé un HPLC Agilent 1200 junto
con un espectrometro de masas cuddruple triple modelo 6410 detector de Agilent Technologies
(Santa Clara, CA). El procesamiento de los datos se realiz6 con el software Agilent Mass Hunter,
version B.07.01. Se utilizaron los parametros de cromatografia y fuente de iones por electrospray

(ESI) como se describi6 anteriormente >4,

El formato de amonio, el acido trifluoroacético (TFA) y el acetonitrilo se obtuvieron de Fisher
Scientific (Carlbad, CA). Neu5SAc-D-1,2,3-1*C3, KDN, Neu5Ac y metanol se compraron a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MI), la ManNAc y N-acetil-D-[uniformemente marcado (UL)-
3Cg]Jmanosamina de Omicron Biochemicals, Inc (South Bend, IN) y el cloroformo se obtuvo de
EMD Millipore (Burlington, MA). En todo el protocolo del estudio se utilizé agua Milli-Q (sistema
de agua ultrapura GenPure Pro con fotooxidacion UV y monitor de TOC, de Thermo Scientific

Inc.).

4.2.2. Preparacion de muestras estandar

Los controles de muestra se prepararon por dilucion en agua Milli-Q. Neu5SAc-D-1,2,3-13Cs y
N-acetil-D-[uniformemente marcado (UL)-'3C¢] manosamina se utilizaron como controles
internos (ISs), debido a su estructura y comportamiento similares a los analitos durante la
separacion cromatografica de acidos sialicos y ManNAc, lo que permitié correcciones para
posibles efectos de supresion/mejora de iones ***7. Ademas, los controles internos proporcionan
un control de calidad interno y facilitan la correccion de las variables de mediciéon no

contabilizadas. Ademas, se realizaron controles positivos con IS (30 ng/mL y 200 ng/mL para el
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ensayo con muestras de tejido adiposo y muestras de suero, respectivamente) en agua antes,

durante y después de cada analisis por lotes.

4.2.3 Analisis estadisticos con datos obtenidos en muestras de tejido adiposo

Se llevaron a cabo analisis descriptivos, ajustando los datos demograficos y comparando los
tres grupos dietéticos: veganos, lacto-ovo-vegetarianos y omnivoros. En los analisis inferenciales,
el valor de p fue calculado mediante la prueba de chi-cuadrado para variables categoricas y
ANOVA para variables continuas. Para comparar los acidos siélicos entre los grupos de dieta,
primero se transformaron logaritmicamente los valores de los acidos sialicos, y luego se ajust6 un
modelo de regresion lineal para examinar la asociacion entre el estado dietético vegetariano
(vegano o lacto-ovo-vegetariano frente a no vegetariano, y vegano frente a lacto-ovo-vegetariano)
y los niveles de los acidos sialicos, donde el acido silico fue la variable dependiente/respuesta, y
el patron dietético fue la variable predictora de interés. Las covariables incluyeron la raza (de raza
negra vs blanca), la edad de extraccion de sangre, el sexo (hombre frente a mujer) y el IMC
(Kg/m?). Se obtuvieron coeficientes beta e intervalos de confianza del 95% para cada comparacion
entre el grupo de dieta y el 4cido sidlico, junto con las medias predichas ajustadas y los intervalos
de confianza del 95%, proporcionando una estimacion marginal del logaritmo de la media de los
valores de 4cido sidlico no transformados para vegetarianos y omnivoros, y posteriormente

retrotransformados a la escala original.

Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p < 0,05. Todos los analisis se

realizaron en RStudio 2024.09.0+375 y R version 4.4.12.4.

4.2.4 Analisis estadisticos con datos obtenidos en muestras de suero

Para investigar las posibles asociaciones entre las caracteristicas demograficas de estos
participantes y ManNAc, KDN o Neu5Ac, libre, conjugado o total, se emplearon métodos
estadisticos no paramétricos debido a distribuciones no normales, segin lo indicado por la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk. Se realizaron pruebas U de Mann-Whitney para variables
continuas. Se utiliz6 la prueba de chi-cuadrado para comparar variables categoricas,
especificamente dieta, sexo y raza. Para explorar la relacion entre la raza y las concentraciones
libres, conjugadas y totales de ManNAc, KDN y Neu5Ac, se generaron modelos de regresion lineal

multiple después de la primera transformacion logaritmica de las variables dependientes. Los
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modelos se generaron con las variables independientes de interés, incluidas la dieta, el IMC y
factores demograficos como el sexo o la raza. Sus asociaciones se exploraron con los niveles
séricos de ManNAc, KDN y Neu5Ac. Se generaron modelos separados para cada variable de
resultado: ManNAc libre, ManNAc conjugado y ManNAc total; KDN, Neu5Ac libre, NeuSAc
conjugado y NeuSAc total. Posteriormente, se verifico la normalidad de los modelos utilizando
graficos Q-Q y la prueba de Shapiro-Wilk para los residuos. Cuando correspondia, se realizaron
transformaciones inversas para interpretar los coeficientes en la escala original. Se informaron

valores ajustados de R cuadrado y estadisticas F para evaluar la aptitud del modelo.

Ademas, para determinar la probabilidad de tener hipertension en funcion de las
concentraciones de NeuSAc, se aplicaron modelos de regresion logistica ajustados.
Complementariamente, se exploraron posibles asociaciones entre hipertension y mayores niveles

de Neu5Ac y de ManNAc, mediante modelos de regresion lineal ajustados.

La significacion estadistica se determind en p < 0,05. Todos los analisis se realizaron en

RStudio 2024.09.0+375 y R version 4.4.12.4.
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5. RESULTADOS
5.1. Objetivo especifico 1

Establecer un método para la extraccion de formas totales de KDN y NeuSAc en tejido adiposo,
asi como formas totales y libres de estos monosacaridos y ManNAc en suero de participantes del

AHS-2.

Extraccion de acidos sialicos del tejido adiposo

El procesamiento de la muestra se ilustra en la figura 8. Se afiadié una soluciéon de 100 pL de
cloroformo, metanol y agua (1:2:0,8) a muestras humanas o animales y se agit6 cuidadosamente
en un vortexer durante 1 minuto, seguido de una incubacién durante 30 minutos en hielo antes de
la sonicacion. Se realizaron diez ciclos de sonicacion de 5 segundos cada uno con una amplitud
del 20% (120 Sonic Dismembrator, Fisher Scientific Sonicator) produciendo una mezcla de acidos
sidlicos libres y conjugados. Tras la sonicacion, se afladieron 20 puL (150 ng/mL) del patrén interno
a una concentracion final de 30 ng/mL, para ayudar a controlar las variables de extraccion, carga
y deteccion #°8. Luego, la muestra fue agitada vigorosamente en el vortexer durante ~ 50 segundos.
En este punto, se afiadid una solucion de cloroformo en agua (26,4 pl) para generar una
concentracion final de 2:2:1,8 para cloroformo, metanol y agua, respectivamente. A continuacion,
la muestra se sometio a vortice durante 10 segundos y se centrifugé a 14.000 rpm durante 15
minutos. Se separ6 el primer sobrenadante (70 pL) y se afladieron 100 pL de cloroformo, metanol
y agua (1:2:0,8) al volumen restante. La segunda ronda de centrifugacion fue seguida por la
separacion del sobrenadante (50 puL). Las fracciones sobrenadantes se combinaron y secaron con
SpeedVac (Savant SC 110A, Thermo Electron Corporation). Después del secado, se anadi6 a la
muestra un TFA 0,15 M (100 pL) y se incubd a 80 °C (Labnet, incubadora de agitacién Vortemp
56) con agitacion a 400 rpm durante 2 horas para la liberacion de acidos sidlicos de lipidos o

3

proteinas por hidrélisis *°. La muestra se centrifugaba y se evaporaba con SpeedVac. A

continuacion, esta muestra procesada seca se reconstituyd en 100 pL de agua y se analizé mediante

LC-MS/MS.
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Figura 8. Procesamiento de muestras para la extraccion, deteccion y cuantificacion de acidos sidlicos a partir de
tejido adiposo mediante LC-MS/MS. Creado con Biorender.

Extraccion de ManNAc y NeuSAc de muestras de suero

Antes de procesar sueros humanos, cada muestra se descongelé a temperatura ambiente, se
mantuvo en hielo y se agitd en vortice durante 30 segundos. Se utilizaron cuatro alicuotas séricas
por sujeto para la extraccion de los monosacaridos: (1) ManNAc total, (2) ManNAc libre, (3)

NeuSAc total y (4) Neu5SAc libre.

El ManNAc o Neu5SAc total (libre + conjugado) se evalu6 de la siguiente manera: después del
vortice, se agregaron 4 uL de suero a una solucion de agua pura (4,7 pL) con 21,3 puLL de 5 pg/mL
de acido N-acetil-D-[UL'*C¢]Jmanosamina o N-acetil-D-[1,2,3-13Cs]neuraminico y 10 pL de TFA
(1 M). La mezcla se agitd completamente en vortice durante 30 segundos y luego se incub6 a 80
°C, con agitacion a 400 rpm utilizando una incubadora de agitacion Vortemp 56 Labnet (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) durante 1 hora, para liberar ManNAc y Neu5Ac de lipidos
o proteinas por hidrdlisis suave. Después de una hidrolisis dcida suave, la muestra se centrifugd
(15.000 g, 5 minutos). Del sobrenadante, 15 pL se eliminaron y concentraron utilizando SpeedVac
(Savant SC 110A, Thermo Electron Corporation, MA). Luego, la muestra seca se reconstituyo en
200 pL de agua, se agitd en vortice y se analizé mediante LC-MS/MS (Figura 9). N-acetil-D-[UL-

3Cg¢]manosamina o N-acetil-D-[1,2,3-!*C3]4cido neuraminico). El ManNAc o NeuSAc libre se
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evaluo de la siguiente manera: se agregd una mezcla fria (149,4 uL, -20 °C) de CH30OH: CH3CN:
CH3COCH; (1: 1: 1), seguida de vortice durante 30 segundos e incubacién en hielo durante 30
minutos. La muestra se centrifugd a 15.000 g durante 7 minutos, seguida de un secado de 60 pL
de sobrenadante en el SpeedVac. La fraccion libre seca se reconstituyd en 80 uLL de agua, se agitd
en vortice y se analizo mediante LC-MS/MS (Figura 9). El nivel de formas conjugadas (ManNAc
o NeuSAc) se determiné indirectamente restando la concentracion de azucar libre de la cantidad

total medida de ManNAc o Neu5Ac en cada individuo #3740,

1.1/ 18 + Organic solvent

Relative abundance

1.5 60 pL supernatant

13 ]

t

minutes

Serum
sample

29

Incubation | — LC- MS‘/MSanalysrs
= . & 1.8

15 pL supernatant SpeedVac

\ ,

Figura 9. Extraccion de ManNAc y NeuSAc libres o totales (libres + conjugados) de muestras de suero. A partir de
la muestra de suero, para el anélisis de ManNAc y Neu5SAc libres, la extraccion fue la siguiente: (/./) Se mezcla una
alicuota de 40 pL de suero con 10,6 pL de solucion madre de IS de 5 pg/mL (ya sea dcido N-acetil-D-[1,2,3-
3C13]neuraminico o N-acetil-D-/UL-*C¢]Jmanosamina), a la que se le aplica una mezcla fria (149,4 pL, -20 °C) de
CH30H:CH3CN:CH3COCH3 (1:1:1); ({.2) las muestras se agitan en vortice durante 30 segundos; (/.3) incubado en
hielo durante 30 minutos; (/.4) seguido de centrifugacion a 15.000 g durante 7 minutos; (/.5) de los cuales se toman
60 pL de sobrenadante; (7.6) y concentrado; (1.7) las fracciones libres secas se reconstituyen en 80 puL de agua pura;
(1.8) vortice; y (1.9) analizado mediante el procedimiento LC-MS/MS. La extraccion de ManNAc y NeuSAc totales

de las muestras de suero es la siguiente: (2.7) 4 uL de muestras de suero se mezclan con 4,7 pL de agua, a las que se
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afladen 21,3 pL de solucién madre de IS (ya sea dcido N-acetil-D-[1,2,3-3C13]neuraminico o N-acetil-D-[Y

13C6)manosamina) y 10 uL de TFA (1 M); (2.2) la mezcla se agita completamente en vortice durante 30 segundos;

(2.3) incubado a 80 °C con agitacion a 400 rpm durante 1 h; (2,5) centrifugado a 15.000 g durante 5 minutos; (2.6)
seguido de una separacion de 15 pl de sobrenadante; (2.7) concentracion; (2.8) reconstitucion en 200 uL de agua pura;

(2.9) vortice; y (2.10) analisis en el sistema LC-MS/MS. Figura creada con BioRender.com.

5.2. Objetivo especifico 2
Desarrollar un método de LC-MS/MS para la medicion de KDN y NeuSAc en tejido adiposo y de
KDN, Neu5Ac y ManNAc en suero de participantes del AHS-2.

Curvas de calibracion estandar para mediciones en muestras de tejido adiposo

Se prepararon curvas de calibracion con diferentes concentraciones de acidos sidlicos. Para
mejorar el rango de cuantificacion del equipo LC-MS/MS, se construyeron dos curvas de
calibracion separadas con buena linealidad en los rangos bajo y alto para NeuSAc y KDN. Ademas,
se anadid una concentracion fija de IS a cada calibrador. Las concentraciones estandar de KDN
fueron: 0,0004, 0,0005, 0,0010, 0,0015, 0,0021, 0,0029, 0,0042, 0,0058, 0,0081, 0,0114 y 0,0160
pg/mL para el rango bajo, y 0,0050, 0,0100, 0,0150, 0,0200, 0,0400, 0,0600, 0,0900, 0,0120,
0,0160, 0,20 y 0,26 pg/mL para el rango alto. Del mismo modo, las concentraciones estandar de
Neu5Ac fueron: 0,001, 0,0019, 0,0036, 0,013, 0,091, 0,174, 0,330, 0,629 y 1,2 pg/mL para el
rango bajo, y 0,8, 1,6, 2,4, 3,2, 4,0, 4,8, 5,6, 6,4 y 7,2 ng/mL para el rango alto. Después de la
correccion de las variaciones de la amplitud de cresta de IS, se utilizaron las amplitudes de la sefal
de cresta LC-MS/MS para KDN y NeuSAc para construir las curvas de calibracion. Ademas, se
inyectd IS como referencia a intervalos regulares para un mayor control de calidad. Los limites
inferiores de deteccion calculados fueron > 2,0 ng/mL para los tres 4cidos sialicos *!. Los rangos
inferiores de las lineas estdndar se extendieron mediante el empleo de transformaciones In-In. Los

coeficientes de correlacion (#2) para los tres acidos sidlicos fueron > 0,980.

Condiciones del sistema cromatografico utilizado para la separacion de monosacaridos en
tejido adiposo

Las estructuras quimicas de los acidos sialicos estudiados se muestran en la Figura 2,
particularmente, Neu5Ac y KDN. Los picos de HPLC para los estandares Neu5SAc y KDN se
resuelven bien utilizando LC-MS/MS con tiempos de retencion estables (Figura 10). Los tiempos
de retencion para NeuSAc-D-1,2,3-13C3, KDN y Neu5Ac fueron 5,028, 5,036, 5,070 y 5,079 min,

respectivamente. Los espectros de masas ESI de los iones padre e hijo, como se muestra en la
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Figura 11, para Neu5Ac, KDN y Neu5Ac-D-1,2,3-13C; fueron elegidos debido a sus abundancias

relativas
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Figura 10. Cromatogramas de HPLC para la cuantificacion del contenido de NeuSAc-D-1,2,3-C13, Neu5SAc, y
KDN (20 ng/mL).

La temperatura de la columna se fij6 en 30 °C utilizando una columna Accucore HILIC (150

mm X% 4,6 mm, 2,6 pum de particulas) conectada con una precolumna Accucore HILIC (10 mm x

4,6 mm, 2,6 um). El caudal de la fase movil se ajustd a 0,3 mL/min. La fase mévil consistio en la

solucion A (10% de formiato de amonio en agua) y la solucion B (10% de formiato de amonio en

acetonitrilo) con el siguiente protocolo: durante el primer min, 2% B; 1-2 min, gradiente 2-90%

B; 2—4 min, 90% B; 4-5 min, gradiente 90-2% B; 5—7 min, 2% B (Tabla 3). Se ejecut6 un blanco

con agua como control negativo entre cada ciclo estandar o muestra individual. El volumen de

inyeccion para los patrones y las muestras se fijo en 20 pL.

Tabla 3. Perfil de gradiente HPLC para la separacion cromatografica de acidos sidlicos en tejido

adiposo
Tiempo Solvente A Solvente B Flujo Presion
0.00 min 98.0 % 2.0% 0.300 mL/min ~ 400.00 bar
1.00 min 98.0 % 2.0 % 0.300 mL/min ~ 400.00 bar
2.00 min 10.0 % 90.0 % 0.300 mL/min ~ 400.00 bar
4.00 min 10.0 % 90.0 % 0.300 mL/min ~ 400.00 bar
5.00 min 98.0 % 2.0 % 0.300 mL/min ~ 400.00 bar
7.00 min 98.0 % 2.0 % 0.300 mL/min  400.00 bar
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Parametros operativos del espectrometro de masas para la deteccion de monosacaridos en
tejido adiposo

La cuantificacion de acidos sialicos a partir de tejido adiposo, incluido el del patrén interno
afladido (NeuS5Ac-D-1,2,3-13C3) (IS), se llevé a cabo en modo de ionizacion por electrospray
negativo (ESI) (Figura 11). El voltaje de pulverizacion de iones funcion6 a -4 kV y la temperatura
de la fuente fue de 300 °C. El nebulizador se ajustd a 35 psi y el ajuste de flujo de gas fue de 11
L/min. Los iones progenitores [M-H] cargados individualmente se identificaron para: KDN en
m/z 267.1, NeuSAc en m/z 308.0, y Neu5Ac-D-1,2,3-1>C; en m/z 311.1. Los iones hijos
seleccionados para KDN, NeuSAc y Neu5SAc-D-1,2,3-13C5 estaban en m/z 87.1, 87.0 y 90.0,
respectivamente (Tabla 4). Se utilizé el modo de monitoreo de reaccion multiple (MRM). Las
areas de pico para KDN y NeuSAc se corrigieron por variaciones en las areas de pico del IS
(Neu5Ac-D-1,2,3-13C3), seguidas de calculos de las respectivas concentraciones de acidos sialicos

basadas en las lineas de regresion de los estandares.
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Figura 11. Espectros de masas de electrospray de ionizacion negativa del ion padre e hijo. A) NeuSAc a m/z 87.0 con

m/z 308.0 como ion padre; B) KDN a m/z 87.2, con m/z 267.2 como ion padre; y C) Neu5SAc-D-1,2,3-13C; a m/z 90.0

con m/z 311.0 como ion padre.

52



Tabla 4. Parametros del método LC-MS/MS para la determinacion cualitativa y cuantitativa de NeuSAc,
KDN y Neu5Ac-D-1,2,3-13C5 en tejido adiposo

Tiempo Ion Ion . .,
. Frag Energia de Transicion de
Analito de precursor  producto s : .
. V) colision (eV) cuantificacion
retencion (m/z) (m/z)
NeuSAc 5.079 308.1 98 100 18 308.1 — 87.0
KDN 5.028 267.1 87.1 90 14 267.1 — 87.2
NeuS5Ac-D-1,2,3-3C; 4.994 311.1 90.1 90 12 311.1 — 90.1

Niveles de acidos sialicos en tejido adiposo animal
Los acidos sidlicos se extrajeron de muestras de tejido adiposo de cerdo, cordero, vaca y pollo.

Los acidos sialicos fueron liberados de los tejidos adiposos y fueron medibles por el método LC-
MS/MS (Tabla 5). El tejido adiposo total de acidos sidlicos (png/mg) fue mayor en cerdo (5,0
ug/mg), seguido de carne de res (3,1 pg/mg), cordero (3,0 pg/mg) y pollo (2,4 pg/mg). NeuSAc

fue la forma principal de acido sialico en todas las muestras de animales (Tabla 8).

Tabla 5. Contenido de acidos sidlicos totales en el tejido adiposo animal (png/mg)

Muestra Neu5Ac KDN Total
Animal n=3  Promedio +DS Promedio  +DS  Promedio =*DS
Pollo 2,18 0,37 0,26 0,04 2,44 0,37
Cerdo 4,68 0,39 0,32 0,02 5,00 0,39
Cordero 2,78 0,33 0,28 0,06 3,06 0,34
Res 3,13 0,56 0,11 0,10 3,24 0,57

Niveles de acidos sialicos en muestras de tejido adiposo humano

Las concentraciones de acidos sialicos en las muestras se determinaron utilizando curvas de
calibracion estandar (Figura 12). El peso de las muestras humanas oscil6 entre 5 y 30 mg, y el de
las muestras animales entre 10 y 20 mg, medido mediante una balanza analitica (Mettler-Toledo,
AB54-S). Las concentraciones de acidos sidlicos se expresaron en términos relativos al peso de la

muestra de tejido adiposo antes de la extraccion en (ng 4cidos sidlicos)/(mg adiposo) o ppm.

Las lineas estandares se desarrollaron utilizando diferentes concentraciones respectivas de
acidos sialicos en presencia de una concentracion fija de 30 ng/mL para el control interno (IS). La
linealidad se obtuvo siguiendo las transformaciones logaritmicas naturales de las relaciones de
intensidad de la sefial del detector del espectrometro de masa y las relaciones de concentracion
conocidas, para producir la ecuacion (1) en el formato estdndar. A continuacién, se empled un

reordenamiento, ilustrado por la ecuacion (2), para convertir las intensidades de la sefial del
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detector del espectrometro de masa para muestras de acidos sidlicos con IS conocido en
concentraciones apropiadas de acidos sialicos (3), después de tener en cuenta el factor de dilucion
(DF). Las ecuaciones especificas de la forma (2) para cada acido sidlico se presentan a
continuacion. Se emplean dos lineas estandar diferentes tanto para NeuSAc como para las

mediciones de KDN, para adaptarse a posibles rangos de concentracion bajos y altos.

(232) e (32
“(s) - () - (5aw) - () g
Sia] — DF « [18) x (7% (3)
A

2.6 ;—
16 ;—
0.6 ;-
-0.4 __

14 1

In(S(NeuSAc)/S(1S))

.,2_4 :_
] y=0.9636x - 1.4246

1 R?=0.9956
34 1

In{[MeuSAc)/[IS])
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Figura 12. Las curvas estandar para el método LC-MS/MS para la cuantificacion de acidos sialicos en tejido adiposo,

en funcion de las relaciones entre las concentraciones de NeuSAc (A-B) o KDN (C-D) y la concentracion del estandar

interno Neu5Ac-D-1,2,3-13C; (IS).
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Condiciones del sistema cromatografico utilizado para la separacion de monosacaridos en
suero

El ensayo LC-MS/MS, desarrollado de conformidad con las Directrices para métodos
bioanaliticos de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés)
(FDA, 2018), se aplico a un conjunto de muestras de suero de la AHS-2. La HPLC proporcion6
una separacion adecuada de ManNAc y NeuSAc. La fase movil utilizada en la separacion
cromatografica incluy6 un gradiente binario. La fase movil A contenia 10% de NH4HCO, 0,01%
de CH2O> en agua, mientras que la fase mévil B era de 10% NH4HCO3>, 0,01% de CH20; en
CH;CN. El programa de gradiente, con un caudal de 1 mL/min, fue el siguiente: 0-2 minutos, 2%
B; 2-5 minutos, gradiente aumentado al 90% B; 5-6 minutos, el gradiente volvio al 2% B (Tabla
1). El eluido de cromatografia se proporciond al espectrometro de masas solo durante el rango de
tiempo de 1,6 a 2,4 min, que incluye los tiempos de retencion de ManNAc y Neu5SAc. De lo
contrario, tanto la cabeza como la cola de la serie cromatografica se desviaron para ser descartados
por la valvula de conmutacién de 2 posiciones / 6 puertos. La temperatura de la columna se
mantuvo constante a 30 °C. El volumen de inyeccion para todas las muestras, QC y calibradores

se establecid en 5 pL. El muestreador automatico de HPLC se controld a temperatura a 4 °C.

Parametros operativos del espectrometro de masas para la deteccion de monosacaridos en
suero

Los datos de espectrometria de masas de ionizacion por electropulverizacion (ESI-MS) se
combinaron con espectrometria de masas en tindem en modo de iones negativos o positivos. Los
datos de espectrometria de masas de ionizacion por electropulverizacion (ESI-MS) se combinaron
con espectrometria de masas en tindem en modo de iones negativos o positivos **3464 La
cuantificacion mediante andlisis de monitorizacion de reacciones multiples (MRM) se realiz6 en
el modo de iones negativos para NeuSAc y 4cido N-acetil-D-[1,2,3-C3]neuraminico, mientras
que el analisis para ManNAc y N-acetil-D-[UL-'3*C¢Jmanosamina se llevé a cabo en el modo de
iones positivos. El voltaje de pulverizacion de iones se opero a -4 KV y la temperatura de la fuente
fue de 300 °C. El nebulizador se configur6 a 35 psi y la configuracion del flujo de gas fue de 11
L/min. Se eligiéo el ESI-MS de iones padres e hijos, para Neu5Ac, &cido N-acetil-D-[1,2,3-
B3C;3]neuraminico, ManNAc y N-acetil-D-[UL-'3Cg]manosamina debido a su abundancia relativa

357463464 1 05 iones parentales [M-H] o [M+H]" cargados individualmente se identificaron para:

NeuSAc a m/z 308.0, KDN a 267.1, N-acetil-D-[1,2,3-13C3]4cido neuraminico a m/z 311.1,
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ManNAc a m/z 222 y N-acetil-D-[UL-'*C¢]Jmanosamina a m/z 228. Los iones hijos seleccionados
para NeuS5Ac, KDN, 4cido N-acetil-D-[1,2,3-'3Cs]neuraminico, ManNAc y N-acetil-D-[UL-
13C¢]manosamina estaban en m/z 87.1, 129.0, 90.1, 84.1 y 130.1, respectivamente (Tabla 6, Figura
13).

Tabla 6. Transiciones de monitoreo de reacciones multiples para ManNAc y NeuSAc

Compuesto Ion precursor Ion producto EC

(m/z) (m/z) (eV)

ManNAc 222 — 84.1 22
N-acetyl-D-[UL-13C6]mannosamine 228 — 130 8
NeuSAc 308.1 — 87.1 18
N-acetyl-D-[1,2,3-3C13]neuraminic acid 311.1 — 90.1 12
KDN 267.1 — 129 14

EC= energia de colisién; eV= voltios de electron.
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Figura 13. Espectros de masas de ionizacion por electropulverizacion (ESI-MS) de la exploracion hija. A. NeuSAc
en m/z 87.1, con m/z 308.1 como ion padre; B. Acido N-acetil-D-[1,2,3-13C3]neuraminico a m/z 90,1, con m/z 311,1
como ion padre; C. ManNAc a m/z 84,1, con m/z 222,0 como ion padre, N-acetil-D-[UL-3Cs]manosamina a m/z
130,1; D. con m/z 228,1 como ion padre. E. KDN en m/z 129.0, con m/z 267.1 como ion padre.

Niveles de monosacaridos en muestras de suero

La linea de calibracion ManNAc se construy6 utilizando siete soluciones estandar preparadas
en agua ultrapura: 5, 16, 50, 158, 500, 1581 y 5000 ng/mL. Para Neu5SAc, se prepararon dos lineas
de calibracion distintas: (1) Rango bajo: 5, 10, 20, 39, 77, 152 y 300 ng/mL y (2) Rango alto: 150,
277, 513, 949, 1754, 3244 y 6000 ng/mL. Para KDN, la curva de calibracion se construyo a partir
de las siguientes concentraciones: 5, 10, 20, 39, 77, 152 y 300 ng/mL. Las areas de pico para
ManNAc, KDN o Neu5Ac se corrigieron mediante las areas de pico de los estandares internos N-
acetil-D-[UL-3Cg¢]manosamina y N-acetil-D-[1,2,3-*C13]4cido neuraminico, respectivamente. Los
valores de 2 de ManNAc, KDN y Neu5Ac fueron > 0,996, como se muestra en la Figura 14, lo
que indica linealidad y sensibilidad suficientes para la cuantificacion y resultados de validacion
favorables (Tablas 7 y 8). La linealidad se evalu6 calculando el coeficiente de correlacion de las

lineas de calibracion.
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Figura 14. La linealidad del ensayo de monosacaridos. Las curvas de calibracion cuantitativas muestran la linealidad
y sensibilidad del método LC-MS/MS para la respuesta del detector en funcion de las concentraciones de ManNAc
libre y total y Neu5Ac. Los limites inferiores de deteccion y cuantificacion de NeuSAc fueron 1,14 ng/ml y 3,82
ng/mL. Para ManNAc, los limites de deteccion y cuantificacion fueron 1,02 y 3,41, respectivamente. Ambos

demuestran la sensibilidad cuantitativa y la solidez del método. En el caso de KDN, 0.58 y 1.94. A. Curva de

. .y _ [ManNAc] _ S(ManNAc) . .y

calibracion para ManNAc. x = [n (*{ManNAC (Is)])’ y = (*S(Man“c (Is)))' B. Curva de calibracion de NeuSAc (rango
. _ [Neu5Ac] _ S(Neu5Ac) . ., _
bajo). x =1In (—[NeuSAC (15)])’ y=lIn (S—(NeuSAC US))). C. Curva de calibracion de NeuSAc (rango alto). x =
[Neu5Ac] _ S(Neu5Ac) . ., _ [KDN] _
n ([NeuSAc(Is)])’ - (S(NeuSAc(IS))) y D. Curva de calibracién para KDN x =in ([NeuSAc(Is)])’ -

n (ﬂ) Los coeficientes de correlacion (r?) para ManNAc, KDN y NeuSAc son > 0.997.

S(Neu5Ac(1S))

Validacion del método LC-MS/MS para ManNAc, KDN y NeuSAc séricos
El limite instrumental de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se calcularon

utilizando parametros de linealidad: desviacion estindar de la respuesta en blanco (o) y la
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pendiente de la linea estandar (S), de modo que x; = medicidn;, 4 = media y N = nimero de

mediciones 493

LD_3.3G

RS

L _100

oQ = 5

_ X (x; — w?
N

El LOQ, el LOD, la linealidad, la exactitud (recuperacion) y la precision
(intraensayo/interensayo) se calcularon y presentaron en las Tablas 7 y 8. Se monitorizaron los
tiempos de retencion cromatografica de cada compuesto para asegurar su reproducibilidad entre
muestras (Tabla 8, Figura 15). Se prepararon tres soluciones de control de calidad mediante
dilucion acuosa de la solucion madre de ManNAc para obtener 250 (QC1), 1000 (QC2) y 4000
(QC3) ng/mL, y se ejecutaron a través del LC-MS/MS para evaluar la variabilidad intra-ensayo e
inter-ensayo. Del mismo modo, se prepararon tres soluciones de control de Neu5Ac, cada una para
rangos de concentracion bajos y altos, respectivamente: 15 (QC1), 60 (QC2), 240 (QC3) o 300
(QC1), 1200 (QC2) y 4800 (QC3) ng/mL; y para KDN, 15 (QC1), 60 (QC2) y 240 ng/mL (QC3),
para evaluaciones de variabilidad andlogas. Para cada uno de estos, se derivaron las lineas de

regresion y se presentaron en la Tabla 7.
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Tabla 7. Ensayo de validacion

Tiempo de . < Coeficiente de Rango de-:’ LOD LOQ
Compuesto g _ Curva de calibracion g concentracion
retencion (n=21) correlacion (R?) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Neu5Ac 2.00 + 0.006 y=1.0206x - 0.2977 0.99980 5-300 1.149 3.829
Neu5SAc 2.00 + 0.006 y=1.0241x - 0.4085 0.99992 150-6000 0.582 1.949
KDN 1.98 +£0.007 y=1.0421x - 0.2469 0.99780 5-300 0.582 1.940
ManNAc 2.21+0.011 y=1.0417x - 0.6324 0.99727 5-5000 1.025 3.417

S(ManNAc) )

LOD, limite de deteccion; LOQ, limite de cuantificacion. ! x = In( [ManNAc] .
S(ManNAc(IS))

[ManNAc(IS)]
2. [Neu5Ac] _ S(Neu5Ac)
r= ln([NeuSAc(Is)])’ y= ln(s(NeuSAc(Is)))'

),y =In(

Tabla 8. Intra e inter-ensayo de precision para la medicion de NeuSAc, KDN y ManNAc
Compuesto QC Conc. Intra M £ DS Intra CV Intra Ex Inter M £ DS Inter CV Inter Ex

NeuSAc bajo Bajo 15 14.50 £ 0.09 0.64 96.6 15.30+£0.16 1.07 101.98
NeuSAc bajo Medio 60 59.18 £ 0.27 0.46 99.3 61.22 £0.88 1.44 102.04
Neu5Ac bajo Alto 240 240.53 £ 0.39 0.16 100.2 242.39 +3.70 1.53 100.99
NeuSAc alto Bajo 300 283.31 £ 0.88 0.31 94.4 294.01 +3.75 1.27 98.00
NeuS5Ac ato Medio 1200 1159.02 +£2.13 0.18 96.6 1156.26 £ 1.03 0.09 96.35
NeuSAc alto Alto 4800 5025.45 £ 2.67 0.05 104.7 4802.03 £0.19 0.00 100.04
KDN Bajo 15 15.52+£0.70 4.51 103.48 14.47 £0.06 0.39 96.43
KDN Medio 60 56.56 £ 0.25 0.45 94.27 59.09 + 0.09 0.16 98.48
KDN Alto 240 260.37 +2.26 0.87 108.49 272.48 +£0.79 0.29 113.53
ManNAc Bajo 250 242.80 £2.25 0.93 97.12 205.27 £2.09 1.02 82.11
ManNAc Medio 1000 952.04 +4.02 0.42 95.20 810.17 + 3.68 0.45 81.02
ManNAc Alto 4000 397531 £3.71 0.09 99.93 3436.74 £2.96 0.09 84.70

QC, control de calidad; Conc., concentracion nominal (ng/mL); M + DS, media + desviacion estandar (ng/mL); Intra, intra-ensayo; Inter, inter-ensayo; CV, coeficiente de variacion (%); Ex, exactitud
(%).
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Figura 15. Cromatogramas que muestran sefiales de ManNAc, N-acetil-D-[UL-*C¢Jmanosamina, KDN, NeuSAc y

N-acetil-D-[1,2,3-*C}3]4cido neuraminico y los picos de HPLC en LC-MS/MS, 100 ng/mL cada uno.

5.3 Objetivo especifico 3

Cuantificar las concentraciones de KDN y Neu5Ac en muestras de tejido adiposo, y de KDN,
Neu5Ac y ManNAc en suero de participantes del AHS-2, y comparar sus niveles entre individuos
que siguen patrones dietéticos habituales, vegetarianos u omnivoros a largo plazo, asi como entre

grupos raciales.

Caracteristicas de la poblacion incluida en los analisis de tejido adiposo y suero

Las caracteristicas de la poblacion de estudio en términos de dieta se presentan en la Tabla 9.
La cohorte del estudio incluyd 156 participantes distribuidos entre grupos dietéticos veganos,
ovolactovegetarianos y omnivoros. Se observaron algunas diferencias entre grupos dietéticos. Una
proporcidon significativamente menor de participantes negros eran veganos (p = 0,0007). En
comparacion con otros grupos dietéticos, los veganos tenian un IMC medio significativamente
mas bajo (p = 0,004) y un NeuSAc adiposo significativamente mas alto (p = 0,02) considerando

las medias no ajustadas.
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Tabla 9. Caracteristicas demograficas de la poblacion estudio!

Vegano Lacto-ovo ~ Omnivoro P?
Participantes 52 (33,3) 56 (35,8) 48 (30,7)
Edad (anos) 61,3 (14,2) 58,1 (13,3) 60,8 (14,0) 0,45
Sexo

Femenino 35(31,8) 40 (36,3) 35319

Masculino 17 (36,9) 16 (34,7) 13 (28,2) 0,81
Raza

Negro 23 (22,7) 41 (40,5) 37 (36,6)

Blanco 29 (52,7) 15 (27,2) 11 (20,0) 0,0007
IMC (kg/m2) 27,5 (5,4) 31,2 (7.5) 31,6 (7,4) 0,004
KDN (ng/mg)* 1,4 (0,91) 1,6 (1,5) 1,04 (1,06) 0,083
NeuSAc (ng/mg)* 40,2 (38,9) 36,5 (46,4) 20,6 (21,7) 0,024

1 Los valores se presentan como n (%) o media (DE). 2 El valor de p fue calculado mediante la prueba de
chi-cuadrado para variables categoricas y ANOVA para variables continuas.* Acidos sidlicos derivados de
tejido adiposo.

En el conjunto de muestras de suero analizadas categorizadas por raza, algunos participantes
presentaron enfermedades cronicas, particularmente, enfermedad cardiovascular (ECV; infarto de
miocardio, enfermedad de las arterias coronarias, cirugia de bypass, angina o insuficiencia
cardiaca): 2 negros y 2 blancos; diabetes, 7 negros y 1 blanco; e hipertension, 10 negros y 2

blancos (Tabla 10).
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Tabla 10. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién estudiada por raza!

Participantes

Edad

Mujer

Hombre

IMC (Kg/m?)

Muestras de suero
NeuSAcribre (ng/mL)
NeuSAcconj (ng/mL)
NeuSAcrotal (Lg/mL)
ManNACLibre (ng/mL)
ManNA cconj (Lg/mL)
ManNA-cTotal (Lg/mL)
KDNLibre (ng/mL)

ECV

Diabetes

Hipertension

Dieta
Vegano
Lacto-ovo
Omnivoro

Negro

102

56,2 (13,0)
74 (73,0)
28 (27,4)
31,1 (7,2)

594 (421,0)
35,11 (9,4)
35,69 (9,4)
93,1 (36,2)
1,80 (0,8)
1,90 (0,8)
20 (35,2)
2(1,9)
7(6,8)

10 (9,8)

22 (21,6)
40 (39,2)
40 (39,2)

Blanco
53

67 (12,7)
35 (66,0)
18 (33.0)
28,4 (6,2)

439 (168,0)
33 (9,5)
33,44 (9,5)
89 (20,2)
1,31 (0,5)
1,40 (0,5)
31 (42,3)
2(3.8)
1(1,9)
2(3.8)

27 (50.,9)
15 (28,3)
11 (20,8)

p

<0,001

0,512
0,025

0,028
0,110
0,096
0,947
<0,001
<0,001
0,057
0.887
0.344
0.309

0,001"

Los valores se presentan como media (DE) o recuento (%). 'Valores de p calculados mediante la prueba U de Mann-Whitney
para variables continuas y la prueba de chi-cuadrado para variables categoricas.*Existe una diferencia estadisticamente
significativa en la distribucion del tipo de dieta entre los participantes negros y blancos.
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5.4 Objetivo especifico 4
Investigar las asociaciones entre las caracteristicas demograficas e indice de masa corporal de
participantes sanos en la cohorte del AHS-2 en relacion con las concentraciones de KDN y NeuSAc

en tejido adiposo y KDN, Neu5Ac y ManNAc en suero.

Asociaciones de los acidos sialicos del tejido adiposo humano con los patrones dietéticos y el
IMC

Se midieron y cuantificaron NeuSAc y KDN en muestras de tejido adiposo de veganos, lacto-
ovo-vegetarianos y omnivoros, como se describe. Estas concentraciones de acidos sialicos (ng/mg)
se compararon entre los grupos de dieta mediante andlisis de regresion lineal y se obtuvieron
medias ajustadas (Tabla 11). NeuSAc fue significativamente mayor en los tejidos adiposos de los
veganos (media: 17,1, IC del 95%: 12,5-23,6) en comparacion con los omnivoros (media: 9,8, IC
del 95%: 7,1-13,7). Del mismo modo, el Neu5SAc fue mayor en el adiposo de los lacto-ovo-
vegetarianos (media: 12,7, IC del 95%: 9,2-17,5) en comparacion con los omnivoros (media: 7,7,
IC del 95%: 5,4-10,8). Estas medias fueron estadisticamente diferentes (p = 0,01 y p = 0,02,
respectivamente), incluso después de incluir el IMC como covariable. Las concentraciones de
KDN fueron mas altas en los veganos y los lacto-ovo-vegetarianos en comparacion con los
omnivoros, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Ademas, la regresion
lineal revel6 una asociacion inversa entre el IMC y la KDN (p = 0,02), independientemente del

grupo de dieta (Tabla 12).

Tabla 11. Medias ajustadas a partir de un modelo de regresion lineal de asociaciones de patrones
dietéticos con Neu5SAc y KDNI en tejido adiposo

Modelo 1? Modelo 2°

Vegano Omnivoro p Vegano Omnivoro p
17,13 (12,45, 17,55 (12,67,

NeuSAc  23,58) 9,84 (7,09, 13,67) 0,01 24.30) 9,70 (6,96, 13,51) 0,01
0,79 (0,63, 0,99) 0,63 (0,50,0,79) 0,15 0,78 (0,62, 0,98) 0,63 (0,50, 0,80) 0,19
Vegano Lacto-ovo p Vegano Lacto-ovo p
16,97 (12,08, 15,20 (10,97, 16,97 (12,08, 16,44 (11,92,

NeuSAc 23,84) 21,06) 0,46 23,84) 22,69) 0,88
0,80 (0,62, 1,02) 0,82 (0,63,1,07) 0,85 0,79 (0,61, 1,03) 0,85 (0,66, 1,09) 0,66
Lacto-ovo Omnivoro p Lacto-ovo Omnivoro p
12,71 (9,23,

NeuSAc 17,49) 7,65 (5,40, 10,83) 0,02 12,55 (9,13, 17,24) 7,62 (5,39, 10,76) 0,02
0,74 (0,56, 0,97) 0,54 (0,40,0,74) 0,1 0,73 (0,55, 0,95) 0,54 (0,40,0,73) 0,11
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IMC: indice de masa corporal. 1Medias marginales estimadas (minimos cuadrados) (ng/mg) e intervalos de confianza del 95% obtenidos a partir
de la regresion lineal. *Ajustado por edad en el momento de la extraccion de sangre, raza, y sexo. "Ajustado para las covariables en el modelo 1,
ademas del IMC.

Tabla 12. Asociaciones de IMC con KDN y NeuSAc!

Modelo 12 Modelo 23
coeficiente Err. Std. p coeficiente 3 Err. Std. p
KDN -0,023 0,009 0,013 -0,020 0,009 0,02
NeuSAc -0,020 0,01 0,09 -0,016 0,012 0,18

IMC: indice de masa corporal. 'Los coeficientes beta se obtienen a partir de la regresion lineal y representan €l cambio en las
concentraciones de acido sialico por unidad de aumento en el IMC. 2Ajustado por raza, sexo, edad en el momento de la extraccion de
sangre y lote.3Se ha ajustado para las covariables del modelo 1 ademas del grupo de dieta.

Asociacion de ManNAc, KDN y NeuS5Ac en muestras de suero con variables
sociodemograficas e IMC

La informacion sociodemografica, el tipo de dieta y el indice de masa corporal (IMC) se
obtuvieron del cuestionario inicial. ManNAc, KDN y Neu5Ac se midieron y cuantificaron en
muestras de suero humano (Tabla 10). Ademads, estas concentraciones de monosacaridos (ng/mL)
se compararon entre los miembros de la cohorte de negros y blancos mediante analisis de regresion
lineal y medias ajustadas (Tabla 13). Las concentraciones de ManNAc conjugadas y totales fueron
mas altas en sujetos negros en comparacion con blancos, B: 0,296, IC 95%: 0,140, 0,440 y B: 0,285,
IC 95%: 0,140, 0,430, ambos con p = <0,001 (Figura 17, paneles D y E). Ademas, la regresion
lineal revela una asociacion directa significativa entre el IMC y el ManNAc libre, 3: 0,006 ng/mL,
IC 95%: 0,000, 0,013, p = 0,040 (Figura 17, panel A). De igual manera, se observé una asociacion
significativa directa de edad con ManNAc libre o total, 3: 1.070 ng/mL, IC 95%: 1,030, 1,100 y B:
0,004 ng/mL, IC 95%: 0,0002, 0,0096 (Figura 17, paneles B y C), p < 0,001 y p = 0,045,
respectivamente. Ademas, el Neu5Ac conjugado y total es significativamente mayor en muestras
de suero de mujeres, B: -0,106 ng/mL, IC del 95%: -0,200, -0,010 y B: -0,107 ng/mL, IC del 95%:
-0,200, -0,010; p = 0,029 y p = 0,026, respectivamente (Figura 17, paneles F y G). Con una
tendencia modestamente significativa, los participantes blancos tienen mayor concentracion de
KDN (p = 0,057; Tabla 10); sin embargo, tras el ajuste en los distintos modelos estadisticos
empleados no se observaron asociaciones significativas con las variables estudiadas. Ademas, no
se encontrd asociacion entre los monosacaridos estudiados en muestras de suero y el tipo de dieta

(Tabla 14).
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Tabla 13. Asociacion de IMC, sexo, raza y edad con Neu5SAc, ManNAc y KDN. Los coeficientes beta obtenidos de la regresion lineal
representan un cambio en la concentracion de NeuSAc, ManNAc y KDN de acuerdo con la variable predicha. Todas las variables
predictoras se ajustaron por tipos de dieta

IMC Sexo Raza Edad*
Com ¢ [ coeficiente B coeficiente B coeficiente B coeficiente
Ompuesto (95% CI) (95% CI) (95% CI) p (95% CI) p
. 0,006 (-0,004, -0,073 (-0,230, 0,163 (-0,010, 0,985 (0.930,
Neu5Aciibre 0.017) 0,242 0.080) 0,365 0.330) 0,069 1.040) 0,523
‘ 0,002 (-0,004, -0,106 (0,200, - 0,053 (-0,050, -0,001 (-0.004,
NeuSAccon 0.009) 0,448 0.010) 0,029 0.150) 0,317 0.002) 0,597
0,002 (-0,003, -0,107 (-0,200, - 0,055 (-0,040, -0,001 (-0.004,
Neu5Aciotal 0,009) 0,422 0.010) 0,026 0.160) 0,290 0,002) 0,580
0,006 (0,000, -0,037 (-0,131, 0,071 (-0,030, 1,070 (1.030,
ManNA CClibre ’ 0,040 0,435 0,178 <0,001
0,013) ’ 0,050) ’ 0,170) ’ 1,100) ’
0,008 (-0,008, -0,103 (-0,240, 0,296 (0,140, 0,004 (-0.0001,
ManNACcon; ’ 0,859 0,142 <0,001 0,057
0,010) ’ 0,030) ’ 0.440) ’ 0,009) ’
0,001 (-0,007, 0,001 (-0,007, 0,285 (0,140, 0,004 (0.0002,
ManNA Ciotal 0.010) 0,793 0.010) 0,793 0.430) <0,001 0,0096) 0,045
-0.025 (-0,055, -0,053 (-0,477, -0.115 (-0,582, -0,014 (-0,029,
KDN 0,0038) 0.087 0.371) 0,805 0.351) 0,626 0,000) 0,063

* Los coeficientes beta para la edad y los IC se convirtieron en una métrica de edad de 10 afios. Asi, por ejemplo, el ManNAc libre aumentd un 7% en una década. (Aumento porcentual =
1,07-1) * 100. IMC, indice de masa corporal. Sexo, hombres en comparacién con mujeres. Raza, negro en comparacion con blanco. Los limites de CI se presentan con 4 decimales cuando

es necesario para reflejar valores cercanos a 0.
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Figura 17. La concentracion de ManNAc y NeuSAc en muestras de suero. A) Asociacion de ManNAc libre con IMC, ajustado por edad, raza y sexo (p = 0,040);
B) Asociacion entre la concentracion libre de ManNAc y la edad, ajustada por IMC, raza y sexo (p < 0,001); C) Asociacion entre ManNAc total y edad, ajustada
por IMC, raza y sexo (p = 0,045); D) Asociacion entre ManNAc conjugado y raza, ajustado por edad, IMC y sexo (p = <0,001); E) Asociacion del ManNAc
total con la raza, ajustado por edad, IMC y sexo (p < 0,001); F) Asociacion de NeuSAc sérico conjugado con el sexo, ajustado por edad, IMC y raza (p = 0,029);
G) Asociacion del Neu5Ac total con el sexo, ajustado por edad, IMC y raza (p = 0,026). La forma conjugada denota la presencia de Neu5Ac como monosacarido
terminal en los extremos de oligosacaridos libres, cadenas de glicano glicolipido y cadenas de glicanos de glicoproteina. La presencia de ManNAc como
conjugado de lipidos 0 moléculas de proteinas atin no se ha dilucidado; sin embargo, al igual que los otros azlcares acetamidos (GIcNAc y GalNAc), este azucar
puede ocupar diversas posiciones dentro de la estructura del glicano, modulando asi sus atributos y funcionalidades.
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Tabla 14. Medias marginales ajustadas (IC del 95%) de ManNAc, Neu5Ac (libre, conjugado y
total) y KDN por tipos de dieta (vegano, lacto-ovo y omnivoro) en modelos de regresion lineal,

ajustados por edad, IMC, sexo y raza

Compuesto  Comparacion tipo dietario Radio, ng/mL (95% IC) p
Vegano vs Omnivoro 1,018 (0,80, 1,28) 0,98
NeuSAcfree  Vegano vs Lacto-ovo 0,999 (0,79, 1,24) 0,99
Omnivoro vs Lacto-ovo 1,019 (0,82, 1,26) 0,97
Vegano vs Omnivoro -0,034 (-0,14, 0,07) 0,54
Neu5Acconj  Vegano vs Lacto-ovo 0,011 (-0,09, 0,11) 0,83
Omnivoro vs Lacto-ovo 0,046 (-0,07, 0,16) 0,43
Vegano vs Omnivoro -0,033 (-0,14, 0,07) 0,53
NeuSActotal Vegano vs Lacto-ovo 0,011 (-0,09, 0,11) 0,82
Omnivoro vs Lacto-ovo 0,045 (-0,07, 0,16) 0,44
Vegano vs Omnivoro 1,042 (0,90, 1,19) 0,75
ManNAcfree Vegano vs Lacto-ovo 1,005 (0,88, 1,14) 0,99
Omnivoro vs Lacto-ovo 1,036 (0,91, 1,17) 0,77
Vegano vs Omnivoro 0,133 (-0,02, 0,29) 0,10
ManNAcconj Vegano vs Lacto-ovo 0,010 (-0,14, 0,16) 0,89
Omnivoro vs Lacto-ovo -0,123 (-0,29, 0,04) 0,15
Vegano vs Omnivoro 0,123 (-0,03, 0,27) 0,11
ManNActotal Vegano vs Lacto-ovo 0,011 (-0,13, 0,15) 0,87
Omnivoro vs Lacto-ovo -0,112 (-0,27, 0,04) 0,17
Vegano vs Omnivoro 0,319 (-0,30, 0,93) 0,44
KDN Vegano vs Lacto-ovo 0,524 (-0,03, 1,08) 0,07
Omnivoro vs Lacto-ovo -0,205 (-0,79, 0,38) 0,69

IC: intervalo de confianza; IMC: indice de masa corporal.

De manera exploratoria se evaluaron posibles diferencias en las concentraciones de los
monosacaridos entre grupos con o sin enfermedad mediante el test de Mann-Whitney. La forma
libre y conjugada, asi como el total de ManNAc, fueron significativamente mayores en
participantes con ECV en comparacion con aquellos sin ECV (p= 0,05, 0,04 y 0,04,
respectivamente) (Tabla 15). Las concentraciones de KDN fueron mayores en participantes
diabéticos en comparacion con participantes sanos (p= 0,016). Asimismo, las concentraciones de
Neu5SAc conjugado y total fueron mayores en participantes con hipertension en comparacién con
los participantes sanos (p= 0,01 en ambos casos) (Tabla 15). No obstante, al ajustar por posibles

factores de confusion, incluyendo tipo de dieta, IMC, edad, raza y sexo, mediante modelos de
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regresion logistica y lineal (Tablas 16 y 17), las asociaciones observadas en el analisis no ajustado
no se mantuvieron con la misma magnitud ni significacion estadistica, sugiriendo que el efecto

observado podria estar mediado o explicado por dichas variables.
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Tabla 15. Resultados de la prueba de Mann-Whitney comparando las concentraciones de
monosacaridos por estado de enfermedad en participantes de AHS-2

Enfermedad  Grupo Compuesto Mediana (IQR) p
Sin ECV NeuSAchie 426.2 (358.8-562) 0.98
ECV 419 (386.6-480)
Sin ECV NeuSAceon 33285.7 (26499.5-40847.2) 0.52
ECV 35330.8 (31539-41807.9)
Sin ECV NeuSAcunl 34345.1 (27026.8-41280.2) 0.53
ECV 35725.3 (31901.1-42288)
ECV Sin ECV ManNAc 85 (73.2-102.8) 0.05
ECV 105.3 (102.3-110.8) '
Sin ECV ManNAceon 1418.9 (1153.4-1933.8) 0.04
ECV 2183.2 (1987.2-2387.2)
Sin ECV ManNAcel 1511.7 (1230.9-2049) 0.04
ECV 2294.7 (2102.4-2491.2)
Sin ECV KDN 0.94 (0.43-1.69) 0.561
ECV 1.4 (1.05-1.64)
Slp Diabetes NeuSAciire 421.4 (357-543.5) 0.07
Diabetes 650.7 (471.7-741.9)
Slp Diabetes NeuSAceon; 33069.2 (26338.8-40208.3) 0.09
Diabetes 36394.8 (34111.9-44443.5)
Sl.n Diabetes NeuSAcuul 33550.4 (26822.2-40615.6) 0.10
Diabetes 36959.9 (34464.1-45163.2)
Diabetes Sl.n Diabetes ManNACiipre 86.4 (73.6-102.8) 0.53
Diabetes 90.7 (76.3—123.6)
Sl.n Diabetes ManNAceon 1421.7 (1154.9-1944.8) 0.60
Diabetes 1507.8 (1184.7-2172.3)
Sl.l’l Diabetes ManNACl 1513.4 (1230.9-2073.6) 0.59
Diabetes 1570.7 (1300-2309.6)
Sl.n Diabetes KDN 0.9 (0.42-1.57) 0.016
Diabetes 1.52 (1.12-2.67)
Sl.l’l Hlper‘Fe,:nswn NeuSAciine 426.2 (358.8-553.8) 0.77
Hipertension 446.7 (350.9-673.9)
Sl.n Hlper‘Fc?n51on T 32359.6 (26302.4-39894.6) 0.01
. . Hipertension 37649.4 (35189.1-44834.2)
IR e e Rt 32882.5 (26626-40267.5
1'n 'pe .e,:nswn NeuSAciotal S ) 0.01
Hipertension 38206.2 (35581.1-45194)
Sin Hipertension ManNACibre 85 (73.6-101.8) 0.22

Hipertension

97.8 (77.4-123.9)
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1421.7 (1137.3-1914.7)

Sl.n H1perttensmn ManNAceon 0.09
Hipertension 1985.3 (1279-2696.6)

Sl.n H1per‘Fen51on ManNACl 1513.4 (1221.3-2019.2) 0.09
Hipertension 2128.1 (1378.8-2808.8)

Sl.n H1perttensmn KDN 0.96 (0.43-1.69) 0.793
Hipertension 1.01 (0.68—1.43)

ECV= Enfermedad cardiovascular.
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Probabilidad de hipertension segin concentraciones séricas de NeuSAc y ManNAc

Los modelos de regresion logistica ajustados sugirieron una mayor probabilidad de hipertension en funcion de las concentraciones

de Neu5Ac conjugado y total (p = 0,03 y p = 0,04, respectivamente; Tabla 16).

Tabla 16. Regresion logistica multivariable ajustada por tipo de dieta, IMC, edad, raza y sexo para las asociaciones entre NeuSAc y

ManNAc (suero) y ECV, diabetes e hipertension

Compuesto ECV OR (95% CI) p Diabetes OR (95% CI) p Hipertension OR (95% CI) p
NeuSAcLibre 0,999 (0,994-1,004) 0,61 1,000 (0.999-1.002) 0,6 1,000 (0,998-1,002) 0,74
NeuSAcconi 1,000 (1,000-1,000) 0,44 1,000 (1.000-1.000) 0,16 1,000 (1,000-1,000) 0,03
NeuSAcTotal 1,000 (1,000-1,000) 0,45 1,000 (1.000-1.000) 0,16 1,000 (1,000-1,000) 0,04
ManNACLibre 1,010 (0,990-1,030) 0,32 1,012 (0.997-1.026) 0,11 1,012 (0,999-1,025) 0,08
ManNA cconj 1,001 (1,000-1,002) 0,16 1,000 (0.999-1.001) 0,8 1,001 (1,000-1,001) 0,09
ManNACrTotal 1,001 (1,000-1,001) 0,15 1,000 (0.999-1.001) 0,75 1,001 (1,000-1,001) 0,09
KDN 1,003 (0,979-1,027) 0,83 0,980 (0,947-1,015) 0,26 0,986 (0,963-1,010) 0,25

ECV: Enfermedad cardiovascular.

Asociacion entre hipertension segin concentraciones séricas de NeuSAc y ManNAc¢

Asimismo, los modelos de regresion lineal ajustados mostraron asociacion entre hipertension y mayores niveles de NeuSAc

(conjugado y total; p = 0,047 y p = 0,051) y de ManNAc libre (p = 0,048) (Tabla 17).
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Tabla 17. Asociacion de Diabetes, Hipertension y ECV con Neu5Ac, ManNAc y KDN

Diabetes Hipertension ECV

Compuesto  Coeficiente b (95% IC) p Coeficiente b (95% IC) p Coeficiente b (95% IC) p

NeuSAclibre 18,5 (-169, 142) 0,890 -95,8 (-314, 122) 0,387 -17,3 (-386, 351) 0,926
NeuSAcconj  4.127 (-2.822, 11.075) 0,242 5.752 (74,2, 11.430) 0,047  5.834 (-3.847, 15.515) 0,236
Neu5Actot 4.152 (2.814,11.119) 0,241 5.665 (-30,9, 11.360) 0,051  5.817 (-3.891, 15.524) 0,238
ManNAclibre 19 (-3,27, 41,3) 0,09 18,5(0,19, 36,90) 0,048 14,9 (-16,4, 46,2) 0,347
ManNAcconj 13,3 (-510, 537) 0,960 363 (-68,9, 795) 0,098 596 (-132, 13.259) 0,108
ManNActot 32,9 (-501, 567) 0,903 382 (-58,8, 822) 0,088 611 (-132,1.354) 0,106
KDN -11,5(-39,2, 16,2) 0,414 0,684 (-0,045,1,41) 0,065 0,143 (-1,10, 1,39) 0,820

ECV: Enfermedad cardiovascular. Los coeficientes beta obtenidos de la regresion lineal representan un cambio en la concentracion de NeuSAc, ManNAc y KDN de acuerdo con la
variable predicha. Todas las variables predictoras se ajustaron por tipos de dieta, IMC, edad, raza y sexo.
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6. DISCUSION
6.1. Acidos sialicos, dieta y adiposidad

En el presente estudio, comparamos dacidos sialicos presentes en tejido adiposo entre
individuos que seguian patrones dietéticos habitualmente vegetarianos u omnivoros, encontrando
niveles significativamente mdas altos de NeuSAc en veganos y lacto-ovo-vegetarianos en

comparacion con los omnivoros.

En modelos murinos, la suplementacion dietética con NeuSAc redujo los efectos
procoagulantes, protromboéticos y antifibrinoliticos de una dieta alta en grasas >74%. Asi mismo,
la administracion exdgena con NeuSAc tiene un efecto protector intrinseco contra la aterosclerosis
379 ademas, una reduccion de los eventos cardiovasculares relacionados con la coagulacion en

389,466

condiciones hiperlipidémicas y la prevencion de las manifestaciones clinicas de la

enfermedad cardiovascular 37466

se han registrado. Estos resultados experimentales podrian ser
consistentes con las concentraciones mas altas de NeuSAc en tejido adiposo observadas en los
participantes vegetarianos. Sin embargo, la eficacia de la suplementacion dietaria con acidos

sialicos en humanos atin no ha sido confirmada.

También, los aumentos en los 4cidos sidlicos debidos a la ingesta dietética parecen estar
asociados con mecanismos que contrarrestan la aterosclerosis, ya que los acidos sidlicos sirven
como sustratos para la re-sialilacion del endotelio vascular 3"*37347_ Por o tanto, la presencia de
acidos sidlicos en el endotelio vascular puede alterar estas superficies para reducir los riesgos de
trombosis **°; pero los mecanismos de estos efectos siguen siendo en gran medida desconocidos.
Del mismo modo, atn no se ha establecido un impacto positivo en la salud por acidos sialicos

relacionados con la dieta o por la suplementacion de estos.

Por otro lado, la evidencia disponible sugiere una relacion entre la sialilacion y el metabolismo
energético. En humanos, la obesidad y la presion arterial sistdlica tienden a estar inversamente
asociadas con la sialilacion de IgG %, mientras que en modelos murinos la suplementacion
dietética con ManNAc previene la obesidad y la hipertension %2, En concordancia, nuestros
resultados muestran que los niveles de KDN en tejido adiposo se asocian inversamente con el IMC,

lo que refuerza la hipdtesis de una modulacion metabdlica de la sialilacion en la adiposidad.
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Contrariamente, hay pruebas de que los acidos sialicos totales en suero son un factor de riesgo
de ECV y se correlacionan con la gravedad y la mortalidad de las ECV #%347°_ Del mismo modo,

se sabe que el aumento de los 4cidos sidlicos plasméticos esta asociado con la inflamacién 471472,

Dado que se sabe que el aumento de la funcion de la sialidasa est4 asociado con la inflamacion 473,
esto podria explicar mayor circulacion de acidos sialicos en estas circunstancias. Estudios también
han informado que, en la obesidad, la sialilacion de varias glicoproteinas metabolicamente
beneficiosas se reduce, lo que parece inconsistente con los niveles elevados de 4cido sialico total
observados en el suero. Esta discrepancia podria explicarse por la eliminacion o secrecion de
acidos sialicos inducida por la inflamacion, asi como por el aumento de la produccion de proteinas

ricas en acido sialico que responden a la inflamacion, lo que podria enmascarar la disminucion de

la sialilacion de glicoproteinas especificas 474

Por lo tanto, dadas las funciones pleiotrdpicas de los acidos sialicos, no es inesperado que las
concentraciones en suero o plasma no se correlacionen con las del tejido adiposo u otros tejidos
107.468.474.475 En este contexto, parece que la absorcion de acidos sialicos por parte de ciertos tipos
de células puede estar asociada con una respuesta inmunitaria amortiguada 3347 Por ende, si bien
la relevancia fisioldgica de una concentracion mas alta de acidos sialicos adiposos en vegetarianos
no esta clara, esto puede reflejar una respuesta inmune o inflamatoria amortiguada, en relacion con
los omnivoros. Consecuentemente, los estudios futuros sobre el papel de la sialilacion deberian
abarcar no solo un andlisis crudo de la concentracion de acidos sidlicos en tejido adiposo o suero,

sino también, por ejemplo, el andlisis de proteinas glicoconjugadas.
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6.2. Influencia de la dieta sobre los acidos sialicos y presencia en tejido adiposo
Contexto fisioldgico y relevancia del tejido adiposo

A diferencia del suero, se dispone de informacidon limitada sobre los acidos sidlicos en los
tejidos adiposos humanos. Ademds de su funcién como sitio primario para el almacenamiento
excesivo de energia, el tejido adiposo también sirve como un érgano endocrino que sintetiza varios
agentes bioldgicamente activos involucrados en la regulacion de la homeostasis metabdlica 477478,
Los constituyentes celulares del tejido adiposo incluyen adipocitos, células sanguineas, células

477479-481 © Qin embargo, la

endoteliales, pericitos y células precursoras del tejido adiposo
acumulacion excesiva de tejido adiposo puede conducir a una secrecion anormal de adipocitocinas
u otras moléculas de sefializacion, lo que puede desencadenar procesos asociados con la diabetes,
el cancer y las enfermedades cardiovasculares (ECV) 477479482483 [ 4 adiposidad es la base para
el aumento del indice de masa corporal (IMC), que se sabe que es un factor de riesgo importante
para las enfermedades cardiovasculares, la diabetes, el cancer y otras enfermedades *****° En la
actualidad, las funciones de los acidos sialicos no estan claras en el contexto de la obesidad, la

inflamacion cronica y las ECV, lo que refuerza la necesidad de explorarlas en el tejido adiposo

humano.

Hallazgos del presente estudio y comparacion entre grupos dietarios

En el presente estudio, los niveles de NeuSAc en tejido adiposo fueron significativamente mas
altos en participantes vegetarianos en comparacion con omnivoros, mientras que el KDN mostrd
una tendencia similar, aunque sin alcanzar la significancia estadistica, probablemente debido al
tamafo muestral y poder estadistico limitados. Dado que ambos compuestos pueden unirse a
estructuras de glicanos mediante distintos tipos de enlaces, (a2,3-, 02,4-, 02,6- y 02,8-), es
plausible que KDN y Neu5Ac compartan un patron bioldgico de comportamiento semejante **. En
este sentido, nuestros resultados sugieren que los patrones dietarios podrian modular de forma

paralela las concentraciones de ambos acidos sidlicos en el tejido adiposo.

Los 4cidos sidlicos estan presentes principalmente en productos de origen animal, por lo tanto,
los mayores niveles de NeuSAc y KDN en los vegetarianos no pueden atribuirse directamente a
una ingesta, sino posiblemente a una sintesis endogena influenciada por la disponibilidad de
precursores. En un estudio metabolémico de la cohorte del AHS-2, se observaron diferencias

significativas en los monosacaridos y metabolitos de las subclases de fructosa, manosa, galactosa
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y pentosa entre veganos y omnivoros, lo que podrian afectar a los precursores implicados en la
sintesis de 4cidos sialicos **°. Esta via sintética, aunque esta bien caracterizada *°, podria estar
modulada por el perfil metabdlico resultante de la dieta. Asi, una dieta rica en carbohidratos
complejos y baja en lipidos saturados podria favorecer el flujo metabdlico hacia la sintesis de novo

de Neu5Ac y KDN.

Influencia antiinflamatoria del patron vegetariano
El patron dietario vegetariano saludable se asocia con una menor inflamacion sistémica,

87 asi como con una

evidenciada por niveles mas bajos de interleucina-6 y proteina C reactiva *
reduccion de compuestos proinflamatorios. Ademads, los vegetarianos también tienden a tener
biomarcadores mas bajos relacionados con el consumo de carne o lacteos, menos acidos grasos
saturados y lipidos que se sabe que estan asociados a inflamacidn y riesgo cardiometabélico *3°.
Este entorno metabolico e inflamatorio més favorable podria promover una mayor estabilidad y
preservacion de los 4cidos sidlicos en el tejido adiposo. En contraposicion, los niveles més bajos

de NeuSAc podrian reflejar un estado proinflamatorio basal o sostenido, asociado con la

degradacion de glicanos o con una menor actividad de las vias de sialilacion.

Posible influencia indirecta del IMC y la adiposidad sobre los acidos sialicos

Los resultados obtenidos muestran una relacion inversa entre los niveles de KDN y el IMC
(Tabla 8), aparentemente independiente de la dieta. Esta observacion concuerda con reportes
previos que describen concentraciones més bajas de 4cidos sialicos en individuos obesos *2. En la
cohorte AHS-2, las personas que siguen dietas vegetarianas presentan menor riesgo de sindrome
metabolico, incluido un IMC y una circunferencia de cintura mas bajos *, diabetes **® o
mortalidad por enfermedades cardiovasculares **!. En este marco, una dieta basada en plantas
podria inducir un entorno metabolico antiinflamatorio y un menor depdsito de grasa, condiciones
que favorecen un mayor contenido de acidos sialicos en el tejido adiposo. A su vez, estos

compuestos podrian contribuir a modular procesos inflamatorios locales, reforzando un ambiente

metabolicamente favorable.

Los acidos silicos, a su vez, podrian ayudar a regular o prevenir el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y otras enfermedades cronicas. Desde esta perspectiva, se podria esperar una

mayor abundancia de NeuSAc en el tejido adiposo de veganos y lacto-ovo-vegetarianos,
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considerando los resultados cardiometabdlicos favorables observados previamente en vegetarianos
449489490 Esto es coherente con el papel de NeuSAc en la prevencion de la aterosclerosis 37°. No
obstante, se necesitan estudios epidemioldgicos o clinicos méas amplios para desentranar
especificamente las contribuciones de la dieta y el IMC a los niveles de acidos sidlicos y estos

sobre las enfermedades cronicas.

Rol fisiopatologico de los acidos sialicos en el tejido adiposo

A pesar de su potencial relevancia para la salud, los acidos sidlicos en el tejido adiposo han
sido poco explorados en contraste con los acidos sialicos en el plasma o las células cancerosas
108.140.421.991 " Se ha descrito que la desialilacion asociada a procesos patoldgicos puede inducir
disfuncién celular 3. En el contexto cardiovascular, las sialidasas pueden inducir la escision de
NeuSAc a partir de las cadenas de glicanos de la glicoproteina LDL y los glicolipidos durante la
fase inicial de la aterosclerosis *!. Después de esto, durante la progresion de la ECV, mientras se
produce la desialilacion en los glicoconjugados, los acidos sialicos totales séricos pueden aumentar
27377 "En consecuencia, podria hipotetizarse que, durante procesos inflamatorios o ateroscleréticos,
los 4cidos sialicos sean liberados desde el tejido adiposo u otros compartimentos tisulares como
una respuesta compensatoria para atenuar el dafio endotelial o reducir la inflamacion sistémica. En
este contexto, los niveles tisulares mas altos observados en vegetarianos podrian reflejar una menor

necesidad de liberacion sistémica de acidos sidlicos o, alternativamente, un estado inflamatorio

basal més bajo, coherente con los perfiles metabolicos saludables de este grupo 2.

6.3. Consideraciones metodolégicas y limitaciones del estudio
Desafios técnicos en la cuantificacion de monosacaridos

Existen desafios de cuantificacion de monosacaridos como la ManNAc, el KDN y el NeuSAc
a través de métodos HPLC-MS/MS, debido a: (a) bajo peso molecular, (b) la carga y (c) la
presencia de multiples grupos hidroxilo. En teoria, ManNAc, KDN y NeuSAc se pueden resolver
facilmente con cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC), utilizando una
combinacion de disolvente organico y tampon acuoso como fases moviles *> . La fase movil
organica altamente volatil provoca una baja contrapresion debido a su viscosidad reducida **°.

Ademas, el solvente organico, como el acetonitrilo, promueve la formacion de gotas mas pequefias

debido a la menor tension superficial, lo que mejora la eficiencia de la desolvatacion *7#% 1o que
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genera mas iones dentro de la fuente de electropulverizacion **° y por ende, mas iones detectados

500-502

por el espectrometro de masas , mejorando la sensibilidad.

Sin embargo, la retencion cromatografica de estos dos compuestos de la misma matriz de
muestra con una sola columna de HPLC ha sido un desafio técnico importante en algunos estudios
464 particularmente, la escasa consistencia en los tiempos de retencion en una columna HILIC
495,503,504~ Algunos analisis de ManNAc y NeuSAc se han informado previamente; pero estos
realizan la separacion de los compuestos con ayuda de dos columnas cromatograficas por
separado, lo cual implica mayores gastos de materiales, mayor consumo de tiempo y la

complejidad operativa 463464,

Optimizacion del método analitico empleado

El uso de patrones internos marcados con isétopos estables para ManNAc o NeuSAc, N-acetil-
D-[UL-"*C¢]manosamina o acido N-acetil-D-[1,2,3-*Cs]neuraminico, respectivamente, es una
estrategia analitica muy valiosa °°>°%_ Este enfoque se basa en las propiedades fisicoquimicas
equivalentes de los patrones marcados con isétopos y los biomarcadores probados. En
consecuencia, los estandares marcados se comportaron de manera consistente con los
biomarcadores probados durante la extraccion, la separacion instrumental y la deteccion especifica
436506 - Ademas, el uso de isétopos proporciona un control de calidad interno, facilitando la

correccion de variables de medicion no contabilizadas 297>

y ayudando a minimizar los efectos
de supresion/mejora de iones durante el analisis LC-MS/MS %7, La adicién de estandares
marcados con isotopos antes de la extraccion de la muestra permite una estimacion fiable de la
concentracion de moléculas dentro de una muestra. El método aqui propuesto incluy6 el uso de
is6topos como controles durante todos los procedimientos de extraccion y medicion de los

monosacaridos.

Optimizacion del método cromatografico

Se ha desarrollado la separacion de KDN, Neu5Ac y ManNAc mediante un solo
procedimiento cromatografico, con una misma columna HILIC y con buena repetibilidad del
tiempo de retencion y con uso de controles internos. De manera que el método aqui expuesto podria
considerarse como valioso por ser sensible y especifico para separar y detectar ManNAc, KDN y
Neu5SAc no derivados en muestras biologicas utilizando un solo tipo de columna de HPLC con una

fase hidrofila estacionaria.
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Rendimiento y métodos previos

El método presentado cumple con los requisitos de alto rendimiento para estos azlicares. La
técnica tiene la exactitud, precision y sensibilidad deseadas (Tablas 6 y 7) dentro de amplios rangos
de concentracion. Ademas, el proceso de preparacion de muestras es relativamente sencillo. El
volumen de muestra requerido es inferior a 50 pL, el volumen de inyeccion es de 5 pul y el tiempo
total de funcionamiento del instrumento es de 6 min, incluido el reacondicionamiento de la
columna después de cada inyeccion de muestra. Los métodos publicados anteriormente utilizaban

volimenes de muestra mas grandes y/o tiempos de ejecucion mds largos 27-367:377:403:464:473,509.510,

Los métodos empleados se consideran adecuados debido a (1) los bajos limites de deteccion y
cuantificacion para ManNAc y Neu5SAc, y (2) un proceso relativamente sencillo. En consecuencia,
la metodologia descrita puede implementarse de forma rutinaria con fines de diagnostico o
seguimiento para individuos con condiciones asociadas con ManNAc o NeuSac alterados en
laboratorios que cuenten ya sea con el equipo LC-MS/MS o tengan la opcion de derivacion de

muestras para su estudio en centros de andlisis de espectrometria de masas.

Fortalezas metodoldgicas del estudio

Ahora, ManNAc y Neu5Ac se miden utilizando un método directo y relativamente sencillo,
sin pasos de derivatizacion, utilizando una columna HILIC, lo que garantiza una buena
repetibilidad del tiempo de retencion, buenas formas de pico cromatografico, excelente

selectividad y alta sensibilidad en ESI-MS.

Las fortalezas de este estudio incluyen el numero de vegetarianos y omnivoros habituales en la
cohorte del Estudio Adventista de Salud 2 y los registros detallados de la dieta y el historial de
salud de estos participantes. Ademas, el uso de normas internas y otros procedimientos de control
de calidad ayudo a garantizar una medicion precisa y coherente de acidos sialicos en muestras de
suero y tejido adiposo humano. Ademas, los 4cidos sialicos se midieron cuantitativamente
utilizando un método directo y relativamente sencillo, sin pasos de derivatizaciéon. Algunos
métodos analiticos para ManNAc o NeuSAc y su cuantificacion implican pasos de derivatizacion
previos a la cromatografia liquida-espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS) 411512 Qin
embargo, estos pasos de derivatizacion alargan la preparacion de la muestra y aumentan la

complejidad del ensayo 71314,
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Limitaciones

La principal limitacion de este estudio es el modesto tamafio de la muestra. Esto probablemente
redujo la significacion estadistica de la asociacion entre la KDN y el patron dietético y el papel
contribuyente de la adiposidad. Los niveles de acido sialico libres y conjugados en el tejido adiposo
humano no estan claros en el estudio actual, ya que no se midieron por separado y, en
consecuencia, no se pudieron comparar. Todas las mediciones de acidos sidlicos se realizaron
utilizando muestras de biopsia de un solo punto de tiempo, que pueden ocultar variaciones
estacionales u otras variaciones temporales. Ademas, aunque se espera que las muestras de tejido
adiposo incluyan en gran medida células adiposas, es probable que otros tipos de células, incluidas
algunas células endoteliales vasculares y fibroblastos, estén representados hasta cierto punto. Por
lo tanto, no se pudo determinar completamente la fuente de acidos sidlicos. Debido a las
limitaciones del tamafio de la muestra, el analisis de las asociaciones de las concentraciones de

acidos sidlicos con diversos pardmetros fisiologicos de interés se ha limitado al IMC.

6.4. Implicaciones clinicas y perspectivas futuras
Contexto general de los monosacaridos y relevancia clinica

Varias enfermedades estan asociadas con concentraciones inusuales de monosacaridos, debido
a la alteracion de la sintesis o degradacion de estos °!°. Se han informado estudios de tales
monosacéridos, por ejemplo, en canceres °'®, enfermedades cardiovasculares (561), miopatia GNE
317 enfermedades neurodegenerativas >1%°1°) diabetes tipo 2 °*° y otros trastornos. En este
contexto, resulta relevante explorar como las variaciones en ManNAc y NeuSAc podrian

relacionarse con factores fisiologicos y clinicos en humanos.

Acidos sialicos y diferencias demograficas observadas en el estudio
En el presente estudio, se identificaron asociaciones entre las concentraciones de 4cidos sialicos
y diversas caracteristicas demograficas y fisiologicas: sexo, raza, IMC, enfermedad cardiovascular

y edad.

La concentracion de Neu5SAc total y conjugado en suero es mayor en mujeres (edad promedio
= 60,0) en comparacion con hombres (edad promedio = 59,6), 36,01 ng/mL vs 32,36 ng/mL (p =
0,026) y 35,44 ng/mL vs 31,88 ng/mL (p = 0,029). Esto es consistente con otros informes de un
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aumento significativo dependiente de la edad en el acido sialico sérico en mujeres

posmenopausicas y una disminucion notable en los hombres *2!.

En cuanto a las diferencias étnicas, la ManNAc total y conjugada son maés altos en sujetos
negros en comparacion con los blancos, 1,901 y 1,408 ng/mL (p < 0,001); 1,808 y 1,318 ng/mL,
respectivamente (p <0,001). Los mecanismos bioldgicos dependientes de la raza pueden contribuir
a una mayor expresion de ManNAc total y conjugado. Los resultados presentados concuerdan con
los estudios sobre las diferencias étnicas en el N-glicoma sérico humano sano, informando la
mayor abundancia de la mayoria de las glicoformas en los etiopes *?2. Ademas, los carbohidratos,
como la fructosa, la manosa y la galactosa, se podrian metabolizar de manera diferente en las

poblaciones negras en comparacion con las blancas 2.

Asi mismo, los sujetos con un IMC mas alto tienden a tener niveles mas altos de ManNAc libre
(p = 0,040). Los estudios in vivo demuestran que la suplementacion dietética con ManNAc, como

el primer precursor de NeuSAc 242

, previene la obesidad y la hipertension sistolica en ratones.
Esto también “romperia” la asociacion entre obesidad e hipertension *32. Sin embargo, hasta ahora
no hay evidencia de estudios en humanos que establezcan una correlacion entre la obesidad/IMC

y los niveles de ManNAc.

De manera consistente con lo anterior, aquellos participantes de la poblacion estudiada con
ECV o hipertension y con mayor IMC (Tabla 12) tienen niveles mas altos de NeuSAc (NeuSAc
conjugado: 37.649,4 vs 32.359,6 ng/mL, p=0,01; NeuSAc total: 38.206,2 vs 32.882,5 ng/mL, p=
0,01) o ManNAc (ManNAc libre: 105,3 vs 85,0 ng/mL, p= 0,05; ManNAc conjugado: 2.183,2 vs
1.418,9 ng/mL, p=0,04; ManNAc total: 2294,7 vs 1511,7 ng/mL, p= 0,04) en comparacidon con
participantes sanos, coincidiendo asi con la literatura 37?6, Tal como se ha sefalado, estos
monosacaridos podrian ser la consecuencia del estado inflamatorio en proceso, antes que la causa
de la inflamacidn en si, y su nivel aumentando se explicaria como un mecanismo del cuerpo en
donde la secrecion de estas sustancias cumpliria la funcion de controlar la respuesta inflamatoria
357376 De hecho, se ha demostrado la accién antiinflamatoria de la suplementacion de estos

azucares /038227
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Por tultimo, en relacion con la edad, los sujetos mayores tienen niveles mas altos de ManNAc
libre (p < 0,001) o total (p = 0,045). Mientras que el proceso de envejecimiento se asocia con
disfuncion cognitiva 328, no esta claro qué papel desempeila ManNAc, mas alla de ser el precursor
base del Neu5Ac. Curiosamente, un estudio in vivo informd que el tratamiento con ManNAc puede
tener beneficios terapéuticos potenciales con respecto a la disfuncion cognitiva >2°. En humanos,
durante el proceso de envejecimiento, el aumento de ManNAc podria activarse para la sintesis
compensatoria de NeuSAc y las cadenas de é&cido polisiadlico. Estos carbohidratos son
constituyentes criticos de los ganglidsidos cerebrales, que modulan las moléculas de adhesion de
las células neuronales. Sin embargo, la asociacion de ManNAc y NeuSAc con las funciones

cerebrales en estudios epidemioldgicos aun no se ha explorado més a fondo.

El proceso de envejecimiento implica también una remodelacion del sistema inmunolégico.
Dicha remodelaciéon se asocia con inflamacién cronica de bajo grado (inflammaging) 33%3!,
Ejemplos de tales procesos regulados incluyen el control y mantenimiento de los cromosomas, los
procesos transcripcionales, el transporte nuclear, la estructura citoesquelética, la autofagia, la
sefializacion y la matriz extracelular >32°3 Es posible que, durante el proceso de envejecimiento,
se produzca un aumento de la sintesis de ManNAc para facilitar la sintesis de Neu5Ac y su
incorporacion a los glicoconjugados de la membrana celular. Esto puede verse como una respuesta
fisiologica compensatoria para mitigar o contrarrestar la inflamacion, como previamente se ha
sefialado **7. Curiosamente, la expresion de a-2,6-sialitiltransferasa I (ST6Gal I), que transfiere

4cido sidlico a residuos de galactosa de N-glicanos, disminuye en células envejecidas >34, Esto

explica un Neu5SAc mas bajo, a pesar del aumento de la sintesis celular de ManNAc.

Mecanismos biologicos propuestos
Estas diferencias observadas podrian explicarse a través de mecanismos bioquimicos asociados

a la sintesis, transporte y funcion de los acidos sialicos.

Si bien el papel de ManNAc en las superficies celulares eucariotas no esta bien descrito, se sabe
que ManNAc es absorbido y metabolizado por las células 3*°. Una vez en la célula, ManNAc puede
ser utilizado para la produccion de 4dcido neuraminico, un precursor del monosacérido carboxilado
de 9 carbonos, acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) (Figura 1), que es la principal forma humana

mas abundante de 4cido sialico 2!*!7. Comiinmente, NeuSAc es un residuo de aziicar conjugado
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en los extremos de las estructuras de oligosacaridos en glicoproteinas y glicolipidos %%

, y con
menos frecuencia en forma libre 107:109:462.522.536 'T 4 abundancia de NeuSAc parece ser especifica
del sitio y dependiente del contexto celular y tisular 367-4%-522:337:538 'Qy; sintesis se controla mediante
la regulacion enzimética y la ingesta dietética 3373,

En este mismo sentido, hasta la fecha, no se tienen datos sobre la forma conjugada de ManNAc
en sueros humanos, y las vias detalladas que incorporan todos los intermediarios en la sintesis de
azucares de 9 carbonos siguen sin estar claras '*°. Al ser el ManNAc una molécula neutra, su paso
a través de las membranas podria ocurrir por difusion simple o facilitada. De hecho, los estudios
in vitro indican que ManNAc ingresa al espacio intracelular por difusioén pasiva o a través de un

8991~ Adicionalmente, se han informado niveles

transportador de membrana desconocido
significativos de GIcNAc y ManNAc entre los productos de fermentacion, lo cual implicaria que
estos carbohidratos pueden ser exportados por transportadores aun no identificados bajo ciertas

condiciones %1,

Una posible explicacion integradora podria involucrar a los 4cidos sidlicos como mitigadores
de los procesos inflamatorios, pero esto ain no se ha confirmado. Se esperaria que la activacion
de diferentes respuestas antiinflamatorias compensatorias o antiinflamatorias se activen para

prevenir el dafio tisular excesivo >*°.

Ademas, los habitos de vida saludables podrian modular estas respuestas compensatorias y los
niveles de acidos sidlicos circulantes. Se ha demostrado que adoptar un estilo de vida saludable,
incluso en la vejez, podria prolongar la longevidad de las personas, incluso para aquellos con un

540,541 En consecuencia, las concentraciones mas altas

alto riesgo genético de una vida mas corta
de ManNAc y NeuSAc, en lugar de ser el producto de enfermedades especificas, en algunos
contextos, podrian representar los esfuerzos celulares de compensar los procesos inflamatorios que

ocurren en una variedad de afecciones con diferentes etiologias.

Fortalezas y limitaciones metodologicas del analisis clinico
Las fortalezas, en esta parte del estudio, incluyen el uso de muestras de una poblacion
epidemioldgica bien caracterizada. Ademas, el uso de pequefios volimenes de muestras de suero

humano, la incorporacion de estandares internos y los procedimientos de control de calidad
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optimizaron el uso de muestras y garantizaron una medicion precisa y consistente de ManNAc y
Neu5Ac. Ademas, estos monosacaridos se midieron cuantitativamente utilizando un método
directo y relativamente sencillo, sin pasos de derivatizacion, con separacion de analitos en la
misma columna. Aunque se ha demostrado que la raza y el IMC son factores clave que determinan
la concentracion de ManNAc y NeuSAc, la actividad fisica y una variedad de otras variables

podrian ayudar a proporcionar una mejor comprension, entre otros aspectos.

Sin embargo, también deben reconocerse algunas limitaciones que restringen la generalizacion
de los resultados. Una de las limitaciones de este estudio es que no se utilizaron otras columnas
para comparar el rendimiento con la columna HILIC para la separacién de ManNAc y Neu5SAc.
Ademas, la validez externa limitada en este estudio esta implicita, dado el modesto tamano de la
muestra y la poblacion. También, una mayor exploracion de los efectos étnicos, mas alla de la

distincién entre blanco y negro, podria proporcionar nuevas ideas.

Perspectivas futuras y lineas de investigacion

Finalmente, las observaciones anteriores abren nuevas oportunidades para la investigacion en
el campo de los glicanos y la biologia de los acidos sidlicos. Varios factores pueden influir en los
niveles humanos de ManNAc y Neu5Ac y sus funciones, incluidos la genética >3, la dieta
65357379 y 1a edad 19922926536 En este contexto, la relacion entre los niveles de formas particulares
de acidos sidlicos y el estilo de vida o las caracteristicas demogréaficas sigue sin estar clara. Por
ejemplo, no esta claro como la dieta humana afecta las concentraciones de Neu5Ac en varios
tejidos u organos. El NeuSAc se encuentra en alimentos como carnes rojas, leche materna, leche
bovina, huevos e incluso en tipos inusuales de alimentos como nidos de pajaros comestibles
4684542 atin se desconoce el impacto de estos alimentos en los niveles de NeuSAc. Por lo tanto,
parece razonable plantear la hipotesis de que su concentracion puede ser alterada por componentes

de la dieta, aunque esto ain no se ha investigado en un estudio de cohorte.

Asimismo, los niveles de sialilacién varian a lo largo del desarrollo, el crecimiento y el
envejecimiento >*-* . Por ejemplo, se observa una sialilacion alterada en la senescencia celular
54 De acuerdo con esto, los modelos de envejecimiento in vitro muestran una disminucioén de la
expresion génica de la a-2,6-sialil transferasa I, que transfiere acido sidlico a los residuos de

galactosa de N-glicanos °**. Tales cambios asociados con la edad en las modificaciones terminales
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de los glicanos reflejan cambios fisioldgicos a nivel celular, tisular y sistémico >**. Ademas, la
expresion aberrante de NeuSAc en glicoconjugados es caracteristica en algunos estados
patoldgicos, incluidos los canceres. Esto plantea la posibilidad de que ciertos acidos sidlicos se

conviertan en biomarcadores prometedores 3°3:429-522:345:546
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se presenté un método HPLC-MS/MS relativamente sencillo para la extraccion,
deteccion y cuantificacion simultdneas de ManNAc, KDN y Neu5Ac en muestras humanas,
particularmente, tejido adiposo y suero. Este procedimiento representa una herramienta ttil para
futuras investigaciones sobre la funcién de los acidos sidlicos y sus precursores en diferentes

matrices bioldgicas.

El método propuesto mostrd precision, sensibilidad y reproducibilidad adecuadas para la
cuantificacion de ManNAc, KDN y Neu5Ac en ambas matrices. Ademas, el método permitid
detectar y cuantificar KDN en suero, un logro relevante dada la dificultad habitual para determinar
este compuesto en fluidos biologicos. La validacion del método sugiere que puede facilitar
estudios sobre el rol de estos monosacaridos en diversas enfermedades, enfoques terapéuticos y

medicina personalizada.

En el tejido adiposo, al detectar y cuantificar el NeuSAc y KDN en individuos con dietas
vegetarianas y no vegetarianas habituales, se encontré que el NeuSAc estd en concentraciones
significativamente mas altas en el tejido de veganos y lacto-ovo-vegetarianos en comparacion con
los omnivoros. Por otro lado, los niveles de KDN mostraron una asociacion inversa modesta pero
significativa con el IMC. Estos resultados sugieren que los patrones dietéticos podrian modular los
niveles de acidos sialicos a través de mecanismos vinculados con la acumulacion de tejido adiposo
o la regulacion de la inflamacion, lo cual puede impactar en la aparicion o progresion de

enfermedades cronicas.

En suero, se observaron diferencias notables en estos monosacaridos segun edad, IMC, sexo
y raza. El ManNAc libre se asocid positivamente con IMC y edad, mientras que el ManNAc
conjugado y total resultd mayor en sujetos negros que en blancos. El NeuSAc conjugado y total
fue significativamente mayor en mujeres que en hombres. Aunque no se hallaron diferencias
significativas en las concentraciones de KDN entre grupos raciales ni entre tipos dietarios al ajustar

por covariables, el método permiti6 su cuantificacion confiable en suero.

En el suero, las concentraciones de Neu5Ac (conjugado y total) y ManNAc (libre) tendieron

a ser mas elevadas en participantes con hipertension, lo que sugiere un posible papel de estos
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azucares en la fisiopatologia cardiovascular. Sin embargo, debido al reducido niimero de casos,

estos hallazgos deben considerarse exploratorios.

El método desarrollado para la determinacién de acidos sidlicos y precursor constituye una
herramienta analitica confiable y versatil que puede aplicarse en futuros estudios en diversas
muestras humanas, permitiendo su cuantificacion. Combinado con enfoques multiomicos, este tipo
de analisis podria contribuir a comprender mejor el papel de estos monosacaridos en la salud

humana y en la progresion de enfermedades cronicas.
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