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1. RESUMEN

La diabetes tipo 2 (DM2) es la enfermedad metabdlica mas frecuente del mundo.
Si no es rigurosamente controlada por parte del sujeto afectado, puede
comprometerse la integridad de sistemas y érganos y consecuentemente, derivar
en el desarrollo de alteraciones renales, cardiovasculares, neurolégicas, orales
aumentar la predisposicion a infecciones oportunistas. La medicion continua de los
niveles de hemoglobina glicosilada (HbAlc), es fundamental para prevenir las
complicaciones derivadas de la progresion de la enfermedad ya que mide en
sangre, el porcentaje de hemoglobina unida a la glucosa en un lapso de 90 dias.
Este valor en definitiva, representa el grado de control metabdlico de la
enfermedad. El objetivo de un adecuado control de la DM2, es mantener una
HbAlc por debajo de 7% y de esta forma, evitar las complicaciones asociadas.

Actualmente los biomarcadores en saliva, son utilizados como método de
diagnostico e indicativos del grado de progresion y control, de diferentes
enfermedades tanto orales como sistémicas. Un estudio reciente demostro que los
niveles de la proteina a-2-macroglobulina (A2MG) detectados en saliva presentan
un incremento significativo en sujetos con DM2 en comparacién con aquellos
sujetos en estados pre diabético. El objetivo de este estudio fue evaluar la
asociacion que existe entre A2MG detectada en saliva en sujetos con DM2 y los
valores de HbAL.

Se reclutaron 120 sujetos con diagnostico de DM2 a los cuales se les tom6 una
muestra de saliva para determinar la concentracion de A2MG a través de la
técnica de ELISA. Posteriormente se correlacioné esta variable con los valores de
HbA1 obtenidos en sangre en cada individuo. Ademas, se asociaron los niveles de
A2MG con otras variables, como la velocidad de flujo salival (VFS), pH y
concentracion de proteinas.

El andlisis de los resultados muestra una correlacion positiva entre A2MG y HbAL.
También observamos una correlacion positiva entre las variables A2MG vy
concentracion de proteinas en saliva y una correlacion negativa entre A2MG y pH
salival. Estos resultados sugieren que la determinacion de A2MG en saliva es una
alternativa de evaluacion de control metabdlico de la diabetes que eventualmente
podria complementar o reemplazar a la HbA1, ya que es un procedimiento mas
sencillo, no invasivo y de bajo costo que podria favorecer una mayor adherencia a
los mecanismos de control de la enfermedad por parte de los sujetos enfermos y
mejorar su calidad de vida.

Palabras claves: Alfa-2-macroglobulina, hemoglobina glicosilada, saliva, diabetes
mellitus



2. ABSTRACT

Type 2 diabetes (DM2) is the most common metabolic disease in the world. If not
carefully controlled by the individual affected, may compromise the integrity and
organ systems, and consequently lead to the development of renal, cardiovascular,
neurological, oral increase susceptibility to opportunistic infections alterations.
Continuous measurement of glycated hemoglobin ( HbAlc) , is essential to prevent
complications of disease progression as measured in blood, the percentage of
hemoglobin bound to glucose within 90 days. This value ultimately represents the
metabolic control of the disease. The purpose of proper control of DM2 is to
maintain HbAlc below 7 % and thus avoid the associated complications.

Currently the biomarkers in saliva are used as a diagnostic and indicative of the
degree of progression and control of various oral diseases such as systemic both.
A recent study showed that the levels of a -2 - macroglobulin (A2MG) detected in
the saliva protein exhibiting a significant increase in subjects with T2DM compared
to those subjects in pre diabetic state. The aim of this study was to evaluate the
association between A2MG detected in saliva in subjects with T2DM and HbAlc
values .

120 subjects diagnosed with DM2 to which they took a saliva sample to determine
the concentration of A2MG by ELISA were recruited. Later this variable was
correlated with HbAlc values obtained in blood in each individual. Furthermore,
A2MG levels were associated with other variables such as the rate of salivary flow
(VFS), pH and total protein concentration.

The analysis of the results shows a positive correlation between A2MG and HbAL.
We also observed a positive correlation between the variables and A2MG free
protein concentration in saliva and a negative correlation between salivary pH and
A2MG. These results suggest that the determination of A2MG Saliva is an
alternative assessment of metabolic control of diabetes that could eventually
supplement or replace the HbA1, since it is a simpler procedure, non-invasive and
inexpensive that could result in increased adherence to the control mechanisms of
the disease by the diseased subjects and improve their quality of life

Keywords: Alpha-2-macroglobulin, glycosylated hemoglobin, saliva, diabetes
mellitus



3. INTRODUCCION

3.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica del metabolismo de los
carbohidratos. Se manifiesta en su expresion total con hiperglicemia, glucosuria,
catabolismo proteico, cetosis y acidosis (1). Esta provocada por una disminucion o
ausencia de secrecion de insulina y/o de su actividad biolégica y se asocia con
lesiones secundarias especificas en la micro circulacién, asi como con trastornos
neuropaticos y predisposicion a desarrollar arteriosclerosis (2). Con el tiempo
compromete la integridad de sistemas y 6rganos, produciendo enfermedades
renales, arteriosclerosis, ceguera, neuropatia, predispone a infecciones como

candidiasis y puede complicar el embarazo (3).

La diabetes tipo 1 (DM1) es una enfermedad autoinmune que ocasiona la
destruccion de células . Habitualmente se presenta en la infancia, representa el
5% -10% de todas las diabetes, y estd asociado con la presencia anticuerpos en
los islotes celulares del pancreas. Los pacientes necesitan insulina inyectable en
forma permanente y de por vida. Sin embargo, el mayor porcentaje de sujetos
afectados por la diabetes, presenta el tipo 2 (DM2). La DM2 esta influida por
factores como estilo de vida, edad, el embarazo y obesidad, ademas de tener un
fuerte componente de carga genética (4). El 14 de septiembre de 2011, la

Federacion Internacional de Diabetes anuncié que 336 millones de personas en el



mundo tienen DM2 y que la enfermedad es responsable de 4,6 millones de
muertes cada afio, promediando una muerte cada siete segundos (5). Los
estudios permiten afirmar que la DM2, representa una gran carga econdmica
sobre los individuos y la sociedad en todos los paises de Latinoamérica, incluido

Chile (6).

La DM2, necesita de un riguroso control por parte del enfermo que la padece.
Cuando esto no se logra, pueden existir complicaciones asociadas a la progresion
de la enfermedad que se clasifican en agudas, que ocurren en el curso de dias a
semanas conduciendo casi siempre a la hospitalizacion del paciente y las
cronicas, que se desarrollan a lo largo de varios meses o afios de enfermedad.
Estas Ultimas determinan no solo el prondstico del paciente, sino también su

calidad de vida (1, 3).

3.2. Control de la diabetes.

El mantenimiento de niveles adecuados de glucosa en sangre (glicemia), es uno
de los principales objetivos de la medicina preventiva, ya que cuando éste no se
mantiene en los margenes considerados normales, los sujetos con DM2, pueden
presentar importantes consecuencias sistémicas (5,6). La evidencia cientifica
relaciona un pobre control de la glicemia con patologias renales, neurologicas y
sobre todo, cardiovasculares. Las complicaciones macrovasculares (cardiopatia

isquémica, accidente cerebro vascular y enfermedad vascular periférica)



constituyen las principales causas de morbilidad y mortalidad en sujetos con
diabetes tipo 2 (7). La prevalencia de la hipertension arterial (HTA), afecta a un

porcentaje entre un 40 y 50% de los sujetos con diagnéstico de DM2 (8).

Si bien, la glicemia instantanea es el método de control mas utilizado por los
pacientes con DM2, es el examen de la hemoglobina Glicosilada (HbA1c) el que
proporciona datos mas certeros respecto del real control metabdlico de la
enfermedad, ya que mide el porcentaje de hemoglobina unida a la glucosa en un
lapso de 60 a 90 dias. Ademas, la medicion de HbAlc, en comparacion con la de
la glicemia instantanea, ofrece un mejor indice de exposicion a altos niveles de
glucosa en sangre e indica con mayor certeza, el riesgo de padecer
complicaciones sistémicas asociadas a la DM2 en el largo plazo (9). Presenta
ademas, una menor variabilidad bioldgica, asi como menor inestabilidad pre
analitica. La toma de muestra no guarda relacién con el ayuno y sus resultados se
afectan discretamente en los procesos agudos que habitualmente alteran las cifras
de glicemia (4). Este examen también es utilizado para diagnosticar la
enfermedad. Valores de HbAlc = 6,5 % es indicativo del padecimiento de diabetes

en tanto que niveles de entre un 6 y 6,5 %, sugiere estados prediabéticos (4).

Si bien el test de HbAlc es ampliamente utilizado, tiene el inconveniente de
requerir de una muestra sanguinea para su determinacion. El objetivo de un
adecuado control de la diabetes, una vez diagnosticada, es mantener una HbAlc

por debajo de un 7%, correspondiente al parametro metabolico de control



aceptable (3). Las variaciones encontradas con respecto a grupos raciales o
étnicos son relativamente pequefas (< 0,4 % HbA1c) y no son clinicamente
significativas. El incremento de HbAlc con la edad, es alrededor de 0,03 % por
afo en individuos no diabéticos y algunos autores concluyen que este incremento
es minimo y que no se necesitan modificaciones en cuanto a las metas esperadas

en el tratamiento de la DM2 segun rango etareo de los sujetos afectados (10).

La determinacion de HbAlc es un método validado y preciso en la deteccion de la
hiperglicemia cronica y se correlaciona con el riesgo de aparicion de las
complicaciones de la DM2. El reporte del Comité de expertos por ejemplo, sefiala
que la prevalencia de retinopatia en sujetos con DM2, se incrementa
sustancialmente cuando los valores de HbAlc se encuentran por sobre el 7%.
(11). Lamentablemente, el 44% de los sujetos con DM2 controlados
farmacoldgicamente y so6lo el 29,8% de la poblaciéon diabética que no consume
farmacos, presenta una HbAlc menor a 7%. La evidencia cientifica, como se ha
sefialado, ha demostrado de manera categérica la relacion directa entre valores de
control metabdlico aceptable de la HbA1, en la reduccién de las complicaciones
micro y macrovasculares de la DM2 (7). Por lo mismo, la deteccién de la
enfermedad en estadios precoces conforme los valores que presenten de HbAlc,
podria evitar, mediante la intervencion oportuna, patologias asociadas a la

progresion de la enfermedad (4).



3.3. Saliva

La saliva es una secrecion mucoserosa exocrina, clara y levemente acida. Esta
compuesta por una variedad de electrolitos, pequefias sustancias organicas,
proteinas, péptidos y polinucledtidos. Tiene propiedades fisicas, quimicas,
bioquimicas y biologicas que ofrecen proteccidn a los tejidos de la cavidad bucal,
por medio de su actividad antibacterial, antiviral y capacidad de lubricacién y

reparacion de la mucosa oral (12).

La secrecion diaria oscila entre 500 y 700 mL, con un volumen medio en la boca
de 1,1 mL. Su produccion esta controlada por el sistema nervioso autbnomo en el
nacleo salival superior del puente encefalico y es estimulada por impresiones
olfatorias, gustativas y mecanicas (13). Algunas enfermedades sistémicas como la
DM2 y la hipertension arterial, asi como el uso de ciertos farmacos, pueden

repercutir en un menor flujo salival (14).

La concentracion proteica de la saliva es bastante estable, (entre 0,5 a 3 mg/mL),
siendo mas significativa en la secrecion parotidea. Sin embargo, en presencia de
infecciones bucales, en enfermedades sistémicas como la DM2 o en sujetos que
han sido sometidos a irradiacion post tratamiento por cancer, la concentracion total
de proteinas puede ser mayor (15,16). Ademas de mantener la osmolaridad y

capacidad tampon, las proteinas salivales también participan en diversas
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funciones especificas. EI nimero aproximado de las distintas proteinas salivales
es de 100 a 140 (16), donde aproximadamente el 30-40% son sintetizadas por las
glandulas salivales, mientras que otras proteinas se originan a partir del trasudado

del suero (17,18).

3.4. Biomarcadores y diagnoéstico en saliva

Hasta el momento, los métodos de diagnostico convencionales para la deteccion
de enfermedades sistémicas, han sido de gran utilidad. Sin embargo, la ciencia
médica se ha focalizado en buscar métodos alternativos para diagnosticar y
pronosticar enfermedades de una manera menos invasiva, menos dolorosa y que
ademas, permitan tomar varias muestras durante el dia. En este sentido, y asi lo
demuestran estudios recientes, la saliva puede ser de gran utilidad. Este fluido,
ademas de ofrecer proteccion a los tejidos de la cavidad bucal y participar en la
facilitacion de procesos fisiolégicos orales (19), representa una posibilidad de
medio auxiliar de diagnostico, dado el bajo costo econdmico, la facilidad de
evaluacion y la baja complejidad de obtencién de biomarcadores, cuya presencia
y/o nivel en la sangre, orina, saliva 0 en algunas células o tejidos, indica la
existencia de un proceso patoldgico, el riesgo de desarrollarlo o la respuesta a una
terapia concreta. Actualmente, se han identificado biomarcadores en saliva y
conforme la concentracion detectada, se ha descrito la progresion de

enfermedades entre las que incluyen el cancer oral, sindrome de Sjogren, el
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cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer gastrico y el
Alzheimer, en cuyo caso por ejemplo, se ha determinado que la deteccion de los
niveles de la af 1-42 amiloide en saliva, es indicativo de progresién de la
enfermedad y se avecina su utilizacion para la intervencion terapéutica en estados
iniciales (20). En otro ejemplo, diferencias estadisticamente significativas han sido
establecidas entre sujetos con carcinoma espino celular (OSCC) y sujetos sanos
dada la mayor concentracion de interleuquina (IL)-8, SAT 1 y S100P detectada en

la saliva de individuos con OSCC (21).

Si bien la saliva hace un par de décadas, era utilizada solamente para monitorear
riesgo cariogénico (22) y progresion de enfermedad periodontal (23,24),
actualmente la combinacién de biotecnologias emergentes ha ampliado el
conocimiento de biomarcadores en su composicion, pudiendo constituir una fuente
permanente para la supervisién y deteccion oportuna de algunas enfermedades o

de su progresion.

3.5 Aplicacion potencial de la saliva humana en DM2.

Si bien los sujetos que padecen de DM2 pueden presentar una disminucion del
flujo de saliva (25) y cambios desde el punto de vista cualitativo, se ha podido
determinar una serie de metabolitos o marcadores biomoleculares, indicativos de

la presencia y progresion de estados prediabéticos al de la enfermedad
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propiamente tal. Recientemente se ha evaluado la saliva en un gran niumero de
biomarcadores para DM. Rao et al, caracteriz6 el proteoma salival en DM2,
obteniendo como resultados que la mayoria de las proteinas salivales presentes
en pacientes con DM2 se relacionaban con procesos metabdlicos (42%) e
inmunoldgicos (11%) (26). Posteriormente, se realizaron estudios de validacion de
los potenciales biomarcadores identificados a través de inmunodetecién dando
como resultado que los niveles de alfa-1-antitripsina (A1AT), cistatina C (cys C),
a-2 macroglobulina (A2MG) y transtiretina (TTR) cuya deteccion por Western Blot
demostré que estaban elevados en DM2. Sin embargo, un importante hallazgo de
este estudio fue que del subgrupo de biomarcadores para DM2 establecida, la
A2MG estaba diferencialmente incrementada en la saliva de los pacientes con la
enfermedad y en aquellos con progresion de un estado pre-diabético a diabético

(26).

3.6. Alfa 2 macroglobulina

A2MG es una glicoproteina de alto peso molecular que esta presente en fluidos
corporales tanto de vertebrados como de invertebrados. Tiene muchas funciones
diversas y complejas, pero su accion mas conocida es su capacidad para inhibir
un amplio espectro de proteasas sin bloquear directamente el sitio activo de las
mismas. Se ha descrito también su implicancia en la regulacion y transporte de un
sinnumero de moléculas entre las que podria considerarse la glucosa (27).

Ademas, regula la unidén de la transferrina a su receptor de superficie, se une a
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proteinas de la mielina, ¥ defensina y a varias citoquinas, incluyendo el factor de
crecimiento de fibroblastos béasico (BFGF), factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), IL-13 e IL-6. También se
une y regula la actividad de un gran nimero de hormonas y actualmente se le
otorga un rol protector contra diversas infecciones, y por lo tanto, se podria utilizar
como un biomarcador para el diagnostico y el prondstico de un numero de

enfermedades (27).

La A2MG se considera parte del sistema inmune innato, por lo que se estima ser
proteinas evolutivamente conservadas (28). La A2MG ha sido aislada a partir la
hemolinfa de invertebrados, de plasma de vertebrados y de la clara de huevo de
las aves y los reptiles (29). La familia de las alfa macroglobulinas, la componen
también las proteinas C3, C4 y C5 del complemento por lo que se considera
estar relacionados evolutivamente, ya que poseen secuencias proteinicas muy

similares (28).

3.7 Estructura de A2MG

A2MG es una de las principales antiproteinasas presente en el plasma de los
vertebrados. Tiene la capacidad de inhibir practicamente cualquier proteasa,
independientemente de su especificidad y mecanismo catalitico. Es una gran
glicoproteina tetramérica (Mr 725.000) que se compone de subunidades idénticas

(Mr 179.000) (30). Cada subunidad (humana) contiene 1451 aminoéacidos unidos
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a residuos de asparginas y 11 puentes disulfuro. Posee un sitio reactivo que se
forma por esterificacién de un grupo tiol b-SH de Cys-949 y un grupo g-carbonilo
de GLX-952, que es susceptible a la desnaturalizaciébn por casi todas las
endopeptidasas (32). Este cambio conformacional en estructura de A2MG
permitiria no solo el atrapamiento de la proteinas sobre la cual ejerce su accion
inhibitoria, sino también permitiria transporte de A2MG desde el plasma hacia
otros fluidos como la saliva. En el caso del rol inhibitorio, A2MG forma un complejo
con la proteina a inhibir que posteriormente es eliminado por células con

capacidad fagocitica. (33)

3.8 Funciones de A2MG

Si bien el principal rol de A2MG es la inhibicién de proteasas, también protege el
cuerpo contra los patdégenos invasores, ya que puede inhibir proteinasas de origen
no humano. A2MG también inhibe a las quimasas, proteinas producidas por los
mastocitos y que son secretadas durante los procesos inflamatorios y que entre
otras funciones, degradan la membrana basal, inactivan al receptor de la trombina
y estimulan la secrecion mucosa. A2MG inhibe a las quinasas, regulando su
actividad (34). La accion de la transferrina (principal proteina de transporte de
hierro en la sangre humana, también estaria regulado en gran parte por A2MG. Se
ha sugerido que la fisiopatologia de la anemia durante la respuesta de fase aguda
de infecciones y enfermedades malignas puede ser explicada por el rol inhibitorio

de potencial de A2MG (35).
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A2MG es una proteina chaperona extracelular que inhibe la agregacién de
proteinas amorfas y fibrilares en la formacion amiloide. (36). A2MG también se
une a las defensinas, péptidos altamente abundantes y que poseen propiedades
antimicrobianas, citotéxicas, y quimioatrayentes, ademas de preparar a los
fagocitos en procesos defensivos e inflamatorios. Se sugiere que la A2MG puede
funcionar como un eliminador de defensinas y otros mediadores peptidicos en
tejidos inflamados y puede constituir un mecanismo importante en la regulacién y
la contencion de la inflamacion (37).

Por otro lado, después de lesiones traumaticas en el sistema nervioso central, la
porcion activa de la mielina (altamente inmunogénica) se libera en la circulacion y
se uniria rdpidamente a A2MG, protegiéndose de la degradacion por proteasas

tales como la tripsina y la quimotripsina). (38)

La concentracion de A2MG en el suero también depende de la dieta. Se encontro
que la concentracion en el suero A2MG fue mayor en los vegetarianos que en los
omnivoros. (39). La dieta y la concentracion de glucosa en plasma por ejemplo,
podria incidir en las diferencias encontradas en sujetos con diabetes en

comparacion con sujetos no diabéticos.

Hochepied et al. (2002) (40) observaron que ratones deficientes de A2MG en
suero, son mas resistentes a una infeccion letal gram negativo, pero son mas

suceptibles a la accion de endotoxinas. Sugirieron entonces que A2MG juega un
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doble rol durante una respuesta de fase aguda. Por un lado, favorece el
establecimiento de una infeccion por gran negativos letal pero por otro, protegen al

organismo de un choque endotoxico.

En otras enfermedades como el cancer prostético y la influenza A1H1, se ha
relacionado inversamente, un mayor grado de progresion de dichas enfermedades
y la concentracion de A2MG detectada en suero, atribuyéndole en estos estudios
a esta proteina, un rol protector. Es en la influenza A1H1, una de las pocas
enfermedades en que la A2MG también ha sido detectada en saliva, ademas del
suero. A2MG podria ser un inhibidor natural de la inmunidad innata ante la
infeccion por el virus de la influenza HIN1. El autor sugiere incluso, su utilizacion
como vacuna recombinante para combatir el virus para lo cual, indica la necesidad

de estudiar méas profundamente, la estructura y funcién de la proteina. (41)

En la esclerosis multiple, se describe que A2MG disminuye significativamente su
concentracion en plasma en sujetos que son tratados con Propil Oligopeptidasa
(PREP), por lo que se sugiere utilizar esta proteina como marcador de la

progresion de la enfermedad y/o de su tratamiento (42)

Se ha observado que pacientes que padecen de cancer de préstata, presentan
una disminucion en la concentracion sérica de de A2MG en la medida que la

enfermedad progresa y presenta metastasis. Los autores indican la posible
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utilizacion de esta proteina en la determinacion de la progresion de esta
enfermedad y sugieren el posible rol protector que podria ejercer en el desarrollo

del cancer (43).

A2MG tendria también un rol en el mecanismo de accion de proteinas
plasmaticas, como son los factores de crecimiento insulinico (IGF), que forman
parte de un sistema complejo que las células usan para comunicarse con su
entorno fisiologico. Este sistema estd formado por dos receptores de
superficiales (IGF1R y IGF2R), dos ligandos (IGF-1 y IGF-2), y una familia de
seis proteinas fijadoras (IGFBP 1-6) de alta afinidad. Desarrollan un papel activo
en los procesos metabdlicos y catabodlicos. Se ha descrito que la IGF2R,
asociados con A2MG, actia como un inhibidor de proteasas. La formacion de
complejos IGF2R /A2MG podria contribuir a la regulacion de la protedlisis y por lo

tanto, la actividad metabdlica de los IGFs. (44).

Otro estudio indica que los niveles de proteina C reactiva, proteina C3 del
complemento, IL-6 y A2MG, difieren significativamente entre los pacientes con

periodontitis cronica y agresiva siendo mayor en estos ultimos (45).

En resumen, A2MG es una de las principales antiproteinasas presente en el
plasma de los vertebrados. Tiene la capacidad de inhibir practicamente toda
proteinasa, independientemente de su especificidad y mecanismo catalitico.
Respecto de esta funcion, impide el acceso de los sustratos al sitio activo de las

distintas proteinas sobre las que ejerce su accion. Inhibe las proteinasas


http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_complejo
http://es.wikipedia.org/wiki/Fisiolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Ligando
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Prote%C3%ADna_de_uni%C3%B3n_al_factor_de_crecimiento_insul%C3%ADnico&action=edit&redlink=1
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liberados por los neutréfilos en el sitio de la inflamacion o por fuentes exdgenas
tales como los patégenos. A2MG actla también como una unién y proteina
portadora para un gran numero de citoquinas incluyendo el TNF, PDGF, NGF,

IL-6, entre otros.

3.9 Diabetes y A2MG

Recientemente, Takada et al, (46), correlacioné positivamente A2MG detectada en
sangre y HbA1l, en 43 pacientes diabéticos. En este mismo estudio, se estableci
que sujetos con complicaciones derivadas de la DM2 se correlacionaron
positivamente con una mayor concentracion de A2MG detectada en sangre.
Veintiocho pacientes diabéticos con retinopatia mostraron mayor concentracion de
A2MG en comparacion con 26 no diabéticos controles y 43 pacientes con MD2
pero sin retinopatia (46) Estas complicaciones de la DM2, generalmente se
asocian a estados de mayor descompensacién metabdlica de la enfermedad, es

decir ,con valores de HbA1>7.

Border M et al (47), establece que en sujetos con DM2 en comparacion con
sujetos sanos edéntulos presentan mayor concentracién de biomarcadores en
suero relacionados con procesos inflamatorios entre los que se encuentran
A2MG.Otros estudios indican que indican que los niveles de A2MG en suero se

incrementan en la sangre de sujetos con DM1 y DM2 con complicaciones
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diabéticas en comparacion con quienes no presentan estas complicaciones (48,-
51).

Respecto a la asociacion de la DM2 con otras enfermedades que pueden
presentarse en forma concomitante como son las alteraciones carrdiovasculares,
Sowmya et al (52), inyect6 A2MG en suero en ratas diabéticas observandose
hipertrofia cardiaca lo que seria beneficioso para contrarrestar el dafio del
miocardio asociado a la diabetes. Este rol protector de la A2MG seria relevante

considerando la estrecha relacién entre DM2 y aumento del riesgo cardiovascular.

Actualmente la A2MG es una proteina utilizada como biomarcador de
enfermedades sistémicas entre las que se encuentra la DM2. Sin embargo, hasta
ahora no existen estudios que utilicen este biomarcador en saliva con el fin de
determinar control metabdlico y la progresion de la enfermedad la enfermedad.
Ademas, aun no existe informacion respecto de las eventuales interacciones que
pudiesen tener la concentracion de proteinas en saliva, el pH, capacidad buffer y

velocidad de flujo salival (VFS) con este biomarcador.

3.10 Consideraciones finales.

En los sujetos que padecen de DM2, resulta fundamental la periodicidad en el
control de la enfermedad y la deteccion su progresion. Hasta el momento, la
hemoglobina glicosilada, constituye el inico mecanismo de evaluacion del control

de la enfermedad. La seleccién de biomarcadores salivales para el diagnostico,
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pronoéstico y control metabodlico de las enfermedades, tiene un amplio potencial,
que beneficiara no solo el tratamiento y evaluacion del estado de progresion de
las enfermedades cronicas, sino que también, repercutird en la calidad de vida de
los sujetos que padecen de estas enfermedades. Dado que el método de
recoleccion es poco invasivo y de eventual menor costo econdmico en su
evaluacion, podria significar una mayor adherencia al tratamiento y control de la
enfermedad por parte del enfermo y podria asociarse al desarrollo de politicas

publicas de prevencion, control y tratamiento de la enfermedad.
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4. HIPOTESIS

Existe una relacion positiva entre las concentraciones de alfa 2 macroglobulina en

saliva y el mal control metabdlico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar asociacion entre los valores de HbAl1 en sangre y Alfa-2

macroglobulina en saliva de sujetos con diabetes tipo 2.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1 Determinar concentracion de HbA1 en sangre y a-2 macroglobulina en
saliva en sujetos con diabetes tipo 2.

6.2 Determinar concentracion de a-2 macroglobulina en ausencia y presencia
de saliva de sujetos sanos y diabéticos

6.3 Determinar concentracion de a-2 macroglobulina en saliva parotidea, saliva
sublingual y saliva total.

6.4 Correlacionar valores de HbAlen sangre con a-2 macroglobulina en saliva
en sujetos con diabetes tipo 2.

6.5 Correlacionar valores de a-2 macroglobulina en saliva y concentracion de

proteinas, pH, y VFS en sujetos con diabetes tipo 2
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de corte transversal con reclutamiento prospectivo, que comparo el test a

utilizar (A2MG) y un gold estandar (HbA1)

7.2 MUESTRA

Se estim6 una muestra de 120 sujetos en base a los siguientes parametros; un
nivel de significancia de 0,05 y una potencia de 0,9, estimando una sensibilidad de
un 90% y un minimo aceptable para el limite inferior de confianza de 0,75. Los

datos fueron registrados en una planilla Excel.

La totalidad de los sujetos reclutados pertenecian a la asociacion de diabetes de
Chile (ADICH), institucion privada, pero sin fines de lucro que recibe a pacientes
tanto de consulta espontanea como de derivacion tanto publica como privada. Los
sujetos que aceptaron participar, firmaron un consentimiento informado que
cumple con las recomendaciones de la declaracion de Helsinki (54). El trabajo de
investigacion fue aceptado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia

de la Universidad de Chile (Anexo 1).
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7.3 Criterios de inclusioén

Sujetos de ambos sexos con diagnostico de DM2 confirmada en la ADICH
conforme el criterio establecido por el Ministerio de Salud (MINSAL) (53). Se
consideraron diabéticos tipo 2 aquellos individuos con una glicemia en cualquier
momento del dia y sin relacién con el tiempo transcurrido desde la Gltima comida
mayor o igual a 200 mg/dl, test de glicemia en ayunas con valor mayor o igual a
126 mg/dl y/o prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) con glicemia 2 horas

post carga = 200 mg/dI.

7.4 Criterios exclusioén

Sujetos que presenten enfermedades reumatoldgicas, irradiados en zona de
cabeza y cuello, embarazadas, enfermedades terminales, dafio neuroldgicos y

procesos inflamatorios agudos en boca.

7.5 Procedimientos

7.5.1 Examen clinico y toma de muestras de saliva.

A todos los pacientes voluntarios, se les solicitd los resultados de Hemoglobina
glicosilada (HbAlc) tomada con un maximo de 2 dias previos a la toma de

muestra salival.
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Un dnico operador, previamente entrenado, tomé muestras de saliva no
estimulada en un tubo de centrifugacibn Falcon 50 mL (BD Falcon, USA),
previamente pesado y rotulado conforme el protocolo descrito por Navazesh (55).
Los voluntarios no fumaron, no se cepillaron los dientes y no consumieron
alimentos durante una hora previa a la toma de muestra. Luego de un enjuague
con agua destilada y de 5 minutos de un estado de relajacion previa, se solicito a
los participantes asumir la posicion de cochero descrita por Shultz y utilizada por
Navazesh (56) y depositar saliva durante 5 minutos. Una vez recogida la muestra
de saliva en el tubo, se mantuvo en un recipiente a 5°C hasta su transporte al
laboratorio de Biologia celular y molecular de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile.

7.5.2 Determinacién de HbAlc.

HbAlc en sangre fue utilizado como el gold standard. Este examen se realiza en
forma rutinaria en la ADICH para establecer control metabdlico de la enfermedad
utilizando el equipo Variant Il de la marca Bio Rad, certificado ante el Programa
Nacional de Estandarizacion de Glicohemoglobina de los Estados Unidos (57). El
porcentaje que describe la metodologia, se obtiene mediante cromatografia por
afinidad que calcula la hemoglobina A total e indirectamente la HbAlc mediante

una ecuacion de regresion lineal y el inmunoanalisis, que determina
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especificamente el porcentaje de HbAlc mediante la reaccion de anticuerpos
monoclonales (58). Se considerd conforme con el protocolo descrito por el comité
de diagndstico y clasificacion de diabetes mellitus (57), un porcentaje de HbAlc
mayor a 7%, descompensacion metabdlica, mientras que valores menores a este

porcentaje, se consideré compensacion metabdlicamente.

7.5.3 Determinacién de A2MG

De la muestra de saliva se extrajeron 500 pL para la determinacion a2-
macroglobulina humana utilizando un ensayo de Inmuno enzimo andlisis (ELISA)
cuantitativo para alfa 2 macroglobulina (GenWayBiotech, Inc.CA, USA). Para
aquello, placas de ELISA (Falcon BectonDickinson, Hershey, USA) fueron
sensibilizadas con IgY de pollo contra a2-Macroglobulina Humana (dilucion1:450)
en un volumen de100 pl/pocillo en buffer bicarbonato 0.05 M (pH 9.6) durante 5
horas (h). Después de la incubacion, la placa se lavé y posteriormente se bloque6
con 200 pl/pocillo de buffer fosfato salino/albumina sérica bovina (PBS/BSA) al 1%
por 2 h. a 37°C. Posteriormente se agregd 100 ul/pocillo de a2-Macroglobulina
Humana recombinante en diluciones seriadas (2000ng/mL-2,7ng/mL) y las
muestras de saliva diluidas (1/10) y se incubaron por 1h a 37°C. Después de la
incubacion, la placa se lavo y posteriormente se agrego IgY de pollo contra a2-
macroglobulina Humana conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (dilucion
1:500) en un volumen de100 ul/pocillo en buffer bicarbonato 0.05 M (pH 9.6),

incubando durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se reveld con solucion de
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sustrato TMB y la reaccion fue detenida con TMB 100 ul de H,SO4 2 M. Las placas

fueron leidas a 450 nm usando un lector de placas de ELISA (BD, Falcon. USA).

7.5.4 Determinacion de Velocidad de flujo salival (VFS)

La saliva fue pesada por gravimetria asignando un peso especifico de 1,005 g/mL
al fluido y el volumen total determinado. Los resultados se expresaron en
mililitros/ minutos (mL/min) conforme el protocolo descrito por Navazesh (56). Se
considerd hiposialia, valores obtenidos menores a 0,2 mL/min y sialorrea con

valores mayores a 1 mL/min.

7.5.5 Concentracion de proteinas en saliva

Se utilizé el kit de ensayo colorimétrico de proteinas BioRad (BRL SD 500-0002,
Richmond CA, USA). Se utilizaron estandares de albumina bovina (BSA, Sigma).
Las muestras de saliva a analizar se procesaron en duplicado, en diluciones
sucesivas de 1:100 a 1:200 y se determiné la absorbancia a 595 nm. Con los
datos obtenidos, se traz6 una curva de calibracion y se estimo la concentracion de

proteinas total en mg/mL.
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7.5.6 Determinacion del pH de la saliva

Para la medicién del valor del pH de las muestras salivales se empleé un pH-
metro digital (Modelo PL-600 EZDO-OMEGA que cumple la norma ISO-9001), que
de forma automatizada ofrecié el valor del pH de forma digital con 2 decimales.
Todas las mediciones se realizaron por el mismo operador y con la misma
metodologia: a) calibracién del pH-metro; b) inmersion del electrodo en el tubo
colector de saliva; c) lectura del valor del pH de la muestra 5 seg Luego de
estabilizada ésta; d) lavado del electrodo con agua destilada, y e) conservacion del

electrodo en una solucion tampdn (60).

7.5.7 Recoleccion de saliva parotidea

La saliva parotidea fue recolectada mediante un dispositivo desechable, de
plastico termolaminado, el que se adoso6 por vacio a la cara interna de la mejilla en
frente a la salida del conducto de Stennon, por el tiempo necesario para permitir

gue se acumulara el fluido en su interior (61)
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7.5.8 Recoleccion de saliva Submandibular/sublingual

La saliva Submandibular/sublingual fue recolectada aislando el vestibulo bucal
superior e inferior con algodén hidréfilo para absorber la saliva proveniente de
otras glandulas y permitir que la saliva del complejo submandibular/sublingual se

acumulara en el piso de boca, desde donde se aspir6 con una pipeta plastica (61).

7.6 Analisis Estadistico

Los datos referidos a los valores de las variables HbAl1 y A2MG fueron
expresados como promedios y desviacion estandar. Se utilizd el test no
parametrico de correlacion Spearman para la asociacion entre las variables HbA1
y A2MG y para la asociacion entre los valores A2MG en saliva y la concentracion
de proteinas, VFS y pH salival en sujetos con diabetes tipo 2. Para comparar los
promedios obtenidos de A2MG y concentracidon de proteinas en saliva entre
sujetos con valores de HbA1l mayores y menores a 7% se utilizd la prueba t
Student. Las diferencias fueron consideradas significativas con un p<0.05. El

analisis se realiz6 con el software Stata 11.0.y GraphPad Prism 5.
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8 RESULTADOS

8.1 Caracteristicas de los sujetos

La tabla 1 muestra las caracteristicas de sujetos incluidos (n=120) en este estudio.
De la totalidad de la muestra, 45 sujetos, correspondiente al 37,5% mostraron
valores de HbA1l menores a 7%, y fueron considerados compensados
metabdlicamente, mientras que 75 sujetos, correspondiente al 62,5% mostraron
valores de HbA1l por sobre 7%, y fueron considerados descompensados
metabdlicamente. 81 sujetos (67,5%) fueron mujeres y 39 (32,5%) hombres. La
edad promedio para la muestra fue de 61,6 (DS 10,1). El indice de masa corporal
promedio (IMC) fue de 28,9 (DS 4,4).

El nUmero de sujetos que ademas de tener DM2, era hipertenso (HTA) fue de 74
(61,6%). De la totalidad de los sujetos, 58 (48,3%) manifestaron sentir boca seca

(Xerostomia) (Tabla I).
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Tabla I. Caracteristicas de los sujetos *.

HbAlc <7 % HbA1c>7% Total
n=45 (37,5 %) (n=75/ 62,5%) (n=120/ 100%)
Sexo (n/% h) 12 ( 26,6) 27 (36%) 39 (32,5)
Edad (prom,DS) 60,2 (10,2) 62,4 (10,1) 61,6 (10,1)
IMC (prom, DS) 29,0 (4,2) 28,8 (4,5) 28,9 (4,4)
HTA (n/ %) 29 (64) 45 (60) 74 (61,6)
Xerostomia (n / %) 22 (48,8) 36 (48) 58 (48,3)

*Caracterizacion de datos epidemioldgicos de la muestra, individualizada segun
grado de control metabdlico de la enfermedad. Para ninguna de las variables
especificadas, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos. (h: nombres, DS: desviacion estandar).
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8.2 Deteccién de A2MG

Dado que la saliva estd compuesta por una variedad de electrolitos, pequefas
sustancias orgénicas, proteinas, péptidos y polinucleétidos que podrian interferir
en la deteccion de la A2MG, se realizd un ensayo previo, cuyo objetivo fue
confirmar que la deteccion por ensayo de ELISA no es afectada por la presencia
de otro componente salival. Este ensayo consistio en identificar concentraciones
de la proteina A2MG en ausencia o en presencia de saliva de sujetos con DM2 y
controles sanos. En caso de existir alguna sustancia de cualquier origen que
estuviera interfiiendo en la deteccion de A2MG, al agregar a la proteina
recombinante, saliva tanto de sujetos diabéticos como sanos, la deteccion hubiese
sido menor. Como muestra en la Figura 1, se detectaron concentraciones de la
proteina A2MG en ausencia o en presencia de saliva de sujetos con DM2 y
controles sanos. No se observé una diferencia estadisticamente significativa entre
las curvas de deteccién cuando se agregé saliva de sujetos con DM2 y sanos
respecto de la curva donde se utilizd solamente la proteina recombinante. Este
resultado descarta la posibilidad de interferencia con algin componente salival en

la deteccion de A2MG.
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Figura 1. Niveles de A2MG en ausencia y presencia de saliva de sujetos
sanos y diabéticos. Los niveles de A2MG recombinante humana en distintas
concentraciones (40 ng/mL-Ong/mL) en presencia o ausencia de 100 ul de saliva
(1/25) fueron determinados por ELISA. Los niveles de A2MG son expresados
como el promedio +/- desviacidn estandar. Los datos representan muestras
triplicadas de 3 individuos.
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La A2MG es una glicoproteina que estd presente en distintos fluidos corporales
como la saliva. Sin embargo, no existen antecedentes que indiquen que su
presencia salival corresponda Unicamente a un trasudado o bien exista solamente
una produccion de la proteina por parte de las glandulas salivales. Con finalidad
de determinar el origen de A2MG en saliva, realizamos en controles sanos, una
deteccion diferenciada de A2MG en glandula paroétida, glandulas sublinguales y
saliva total. Como se observa en la Figura 2, hay mayor concentracion de A2MG
en la saliva total en comparacién con la parotidea y sublingual, lo que sugiere que
el origen de la glicoproteina en estudio no esta determinado solamente por la
produccion a partir de glandulas salivales sino también provendria de fluidos como

el crevicular o a partir de glandulas salivales menores.
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Figura 2. Niveles de A2MG en saliva parotidea, saliva sublingual y saliva
total. Fueron determinados por un ensayo de ELISA y expresados como el
promedio +/- error estdndar en ng/mL. Los datos representan muestras triplicadas
de 4 individuos. Las diferencias significativas entre las distintas salivas estan
indicadas como ** (p<0.05).
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8.3 Asociacion entre A2MG y HbA1 en sujetos con DM2

Con el objetivo de determinar la asociacion entre A2MG detectada en saliva en
sujetos con DM2 vy los valores de HbAL, analizamos primeramente, sujetos que
tenian valores de HbA1 mayores y menores a 7%. Luego, fueron comparados los
promedios de la concentracion de A2MG entre ambos grupos. Tal como se
observa en la figura 3, sujetos con HbAl > 7% tenian mayor concentracién de
A2MG en saliva en comparacion con los que tenian HbA1 < 7%. Se observo una
diferencia estadisticamente significativa al comparar el promedio de la
concentracion de A2MG entre ambos grupos (p < 0,05). El promedio de la
concentracion para sujetos con HbAl < 7% fue de 519,2 ng/mL (ES 60,49)

mientras que para los sujetos con HbA1 >7 % fue de 1377 ng/mL (ES 124,7).
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Figura 3. Niveles de A2MG en saliva de sujetos con DM2 compensada y no
compensada. Los niveles de Alfa 2 macroglobulina humana se determinaron
utilizando un ensayo de ELISA. Las barras representan los niveles promedios +/-
el error estandar de A2MG en muestras de saliva diluidas (1/10). Las diferencias
significativas entre las distintas muestras de saliva estan indicadas como ***
(p<0.001).
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Con el objetivo de correlacionar los valores de las variables HbAl y A2MG para la
totalidad de la muestra, fueron primeramente expresados como promedios y
desviacion estandar. Se utiliz6 el coeficiente de correlacion de Spearman. La

figura 4 muestra una correlacion positiva entre los valores obtenidos en A2M en

saliva y HbA1.
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Figura 4. Correlacion entre niveles A2MG y %HbAL1 en sujetos con DM2. Los
niveles de Alfa 2 macroglobulina humana se determinaron utilizando un ensayo de
ELISA y los porcentajes de HbAlc se determinaron mediante cromatografia por
afinidad. Los niveles de A2MG vy los porcentajes de HbAlc de cada individuo
fueron correlacionados. Se observa asociacion positiva entre ambas variables.
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8.4 Asociacion entre A2M y concentracion de proteinas en saliva en sujetos

con DM2

La concentraciéon de proteinas de la saliva es bastante estable, siendo mas
significativa en la secrecién parotidea. Ademas de mantener la osmolaridad y
capacidad tampdn, las proteinas salivales también participan en diversas
funciones especificas. EI nimero aproximado de las distintas proteinas salivales
es de 100 a 140, donde aproximadamente el 30-40% son sintetizadas por las
glandulas salivales, mientras que otras proteinas se originan a partir del trasudado
del suero. Uno de los objetivos de este estudio fue establecer la asociacion entre
la concntracion de la variable estudiada (A2MG) y caracteristicas cuali y
cuantitativas de la saliva. Fueron comparados los promedios de la concentracion
de proteinas en saliva entre los sujetos que tenian valores de HbAl1 mayores y
menores a 7%. Tal como se observa en la figura 5, sujetos con HbA1 > 7% tienen
mayor concentracion de proteinas (promedio 36,6 ug/mLy ES 1,376) en saliva en
comparacion con los que tienen HbA1 < 7% (promedio 31,82 pg/mL y ES 0,9687).
Con el objetivo de asociar los valores de las variables A2MG y de proteinas en
saliva en sujetos con DM2 para la totalidad de la muestra, fueron primeramente
expresados como promedios y desviacién estandar. Se utilizd el coeficiente de
correlacion de Spearman. Se observé una asociacion positiva entre Concentracion

de proteinas en saliva y A2MG. (figura 6)
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Figura 5. Concentracion de proteinas en saliva de sujetos con DM2
compensada y no compensada. Los niveles de proteinas se determinaron
utilizando espectrofotometria. Las barras representan los niveles promedios +/- la
error estandar de proteina en muestras de saliva. Las diferencias significativas
entre las distintas muestras de saliva estan indicadas como ** (p<0.05).
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Figura 6. Asociacion entre la concentracion de A2MG en saliva con la
concentracion de proteinas en saliva. Los niveles de proteinas se determinaron
utilizando espectrofotometria. Los niveles de A2MG y la concentracion de
proteinas en saliva de cada individuo fueron correlacionados. Se observa
asociacion positiva entre ambas variables.
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8.5 Asociacion entre A2MG y pH salival en sujetos con DM2

La literatura describe que A2MG es estable en un pH cercano a 7,65, similar al
promedio que mostraron los sujetos de nuestro estudio (7,6 /DS 0,604). Mientras
el grupo con valores de HbA1l <7% mostraron un promedio de pH salival de 7,6
(DS 0,6), el grupo descompensado presentd una media de 7,55 (DS 0,6) Hasta
nuestro conocimiento, no existe evidencia que correlacione valores de pH con
concentracion de A2MG en saliva. Con el objetivo de asociar los valores de las
variables A2MG en saliva y pH salival en sujetos con DM2 para la totalidad de la
muestra, fueron primeramente expresados como promedios y desviacion estandar.
Se utilizé el test de Spearman. La figura 7 muestra una baja correlacion negativa
entre los valores obtenidos en A2M en saliva y concentracion de proteinas en

saliva.
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Figura 7. Asociacion entre la concentraciéon de A2MG en saliva y pH salival.
Para la medicién del valor del pH de las muestras salivales se emple6 un pH-
metro digital cuya inmersion del electrodo en el tubo colector de saliva indicé los

valores para pH salival.

Los niveles de A2MG y pH en saliva de cada individuo

fueron correlacionados. Se observa asociacion inversa aunque baja entre ambas

variables.
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8.6 Asociacion entre A2MG y VFS en sujetos con DM2

Estudios indican que los sujetos con diabetes mellitus, experimentan un dafo
glandular que podria traducirse en menor producciéon de saliva. Sin embargo, no
existe evidencia que correlacione la Velocidad de flujo salival con los valores de
A2MG obtenidos en boca. Con el objetivo de asociar los valores de las variables
A2MG en salivay VFS en sujetos con DM2 para la totalidad de la muestra,
fueron primeramente expresados como promedios y desviacion estandar. Se
utilizé el test de Spearman. La figura 8 muestra la ausencia de correlacion entre

las variables.
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Figura 8. Asociacion entre la concentracion de A2MG en saliva con VFS. La
saliva fue pesada por gravimetria asignando un peso especifico de 1,005 g/mL al
fluido y el volumen total determinado. Los resultados se expresaron en mililitros/
minutos (mL/min). Los niveles de A2MG y VFS de cada individuo fueron
correlacionados. No se observa asociacion entre las variables
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9. DISCUSION

Actualmente la combinacién de biotecnologias emergentes ha ampliado el
conocimiento de biomarcadores y existe suficiente evidencia que indica que la
mayor parte de compuestos encontrados en la sangre estan también el presente
en saliva. Considerando que A2MG ha sido detectado en mayor concentracion en
la sangre y saliva de sujetos en estados pre diabéticos en comparacién con
sujetos sanos (26), el presente estudio buscd establecer una asociacién entre
grado de compensacion metabdlica medido con HbAl en sujetos con DM2 y los

valores de A2MG obtenido en la saliva de éstos.

La alta especificidad y sensibilidad de la técnica utilizada (ELISA tipo sandwich)
otorga alta confiabilidad en términos de detectar la proteina en estudio. Segun lo
indicado por el fabricante del kit comercial de deteccion de A2MG, no existe
reaccion cruzada con proteinas de secuencias génicas muy similares y altamente
conservadas tales como las proteinas naturales A2MG de ratén y componente
Cb5a del complemento, asi como con proteinas recombinantes humanas como
CD109, LPR-1 (Cluster II/FC Chimera) y LPR-1 (Cluster IV/IFC Chimera). Sin
embargo, ya que la saliva esta compuesta por una variedad de electrolitos,
pequefias sustancias organicas, proteinas, péptidos y polinucleétidos (13) que

pudiesen interferir con la correcta deteccion de A2MG, realizamos un experimento
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para determinar que la capacidad de deteccion del ensayo de ELISA utilizado, no
es afectada por la presencia de otro componente presente en saliva. Se
detectaron concentraciones de la proteina A2MG en ausencia 0 en presencia de
saliva de sujetos con DM2 y controles sanos. Como se observa en la Figura 1,
existe deteccion de A2MG en todas las condiciones estudiadas. No hubo una
diferencia estadisticamente significativa entre las curvas de deteccién cuando se
agrega saliva de sujetos con DM2 y sanos respecto de la curva donde se utilizé
solamente la proteina recombinante. Este resultado es indicativo no solo de que el
kit utilizado detecta especificamente A2MG, sino que también, descarta la
posibilidad de interferencia de otra proteina salival de diferente estructura o

naturaleza.

Como la mayoria de las mediciones de A2MG han sido realizadas en sangre (31-
34), con finalidad de ayudar a explicar y determinar el origen de esta proteina en
saliva, realizamos un ensayo en 4 sujetos controles sanos una deteccidon
diferenciada de A2MG en glandula parétida, glandulas sublinguales y saliva total.
Los resultados indican una mayor concentracion de A2MG en la saliva total en
comparacién con la saliva parotidea y sublingual (Figura 2). Este resultado, nos
permite suponer que la proteina A2MG podria originarse en glandulas salivales
menores, asi como en procesos inflamatorios en mucosas y desde el fluido
crevicular. Con respecto a esto ultimo, si bien se indica que el componente
crevicular alcanza valores no superiores al 10% de la saliva total, un estudio ha

descrito que la deteccion de A2MG en este fluido en enfermedad periodontal fue
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significativamente mayor en pacientes con periodontitis agresiva en comparacion
con aquellos que presentaron periodontitis crénica (50). El autor sugiere que la
mayor concentracion crevicular de A2MG podria ser indicativa de la agresividad de
la periodontitis. Ademas, Pederson (62) indica que es posible identificar en saliva
total, mayor concentracion de A2MG, Al-antitripsina y proteina C reactiva como
indicadores de la progresion de la periodontitis. Por otro lado, Murakami et al,
describe que A2MG tendria un rol protector a nivel plasmético inhibiendo una
proteasa secretada por Aeromonas sobria, asociada con las gastroenteritis y las
septicemias (63). Si A2MG eventualmente Inhibe fendmenos de virulencia de este
microorganismo, podriamos sospechar que la elevada concentracion de A2MG
encontrada en fluido crevicular de sujetos con periodontitis avanzada descrita en
el estudio de Ertugrul (50), recientemente mencionado, podria corresponder a una
respuesta inmunoldgica ante la presencias de patdgenos periodontales (63).
Entonces, dado que DM2 ha sido asociada con una mayor severidad de
enfermedad periodontal, podriamos suponer que los pacientes con mal control
metabdlico que evaluamos (con valores de HbAl mayores a 7%), presentan
cuadros de periodontitis mas agresivos que podrian estar influyendo en los altos
valores de A2MG detectados en ellos. Sin embargo, en nuestro estudio, si bien
se realiz6 un examen bucal que detecté enfermedad periodontal en forma clinica
en casi la totalidad de los sujetos en estudio, no fue posible determinar la

severidad de la misma.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pederson%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8850655
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Si bien el fluido crevicular pudiese ser uno de los factores que expliquen la mayor
deteccion de A2MG en sujetos con DM2, el porcentaje de proteinas aportado por
éste componente en la saliva total, su composicion es muy variable para
considerarlo relevante en el momento de la deteccion de la concentracion de
A2MG en la saliva total (13). Ademés, Border M, estableci6 que en sujetos
edéntulos con DM2 presentan alta concentraciébn de biomarcadores en suero
relacionados con procesos inflamatorios entre los que se encuentran A2MG en
comparacién con sujetos sanos (47). Este resultado es indicativo que la
composicion de la saliva no esta condicionada solamente por el aporte de A2MG
desde el fluido crevicular, considerando su ausencia en sujetos edéntulos.
Ademas, se ha descrito que las glandulas salivales menores también poseen la
capacidad de sintetizar proteinas entre las que podria considerarse A2MG (64).
Este ultimo factor podria incidir en la mayor concentracion de este biomarcador
detectado en saliva total en comparacion con la deteccion en glandulas parotidea

y sublingual que describimos.

Considerando que existe una alta correlacion entre proteinas encontradas en
saliva y en sangre (19) y que los estudios indican que A2MG se incrementa en la
sangre de sujetos con DM1 y DM2 con complicaciones diabéticas tales como
nefropatias, neuropatias, alteraciones cardiacas e hipertension, en comparacion
con quienes no las presentan (48, 49), entonces resulta muy interesante buscar

una asociacion entre la presencia de A2MG en saliva de pacientes con DM2 y
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marcadores que se relacionen con el estado de la enfermedad como es la HbAlc.
Para aquello, en este estudio se determinaron los niveles de A2MG en saliva de
individuos DM2 y se correlacionaron con los porcentajes de HbAlc determinadas

en sangre.

Este estudio indica que existe una mayor concentracion de A2MG en saliva de los
individuos descompensados en comparacibn con los compensados
metabolicamente (Figura 3). Ademas, en linea con estos resultados, se observo
una asociacion positiva entre los valores de HbA1 en sangre y A2MG en saliva en
sujetos con DM2 (Figura 4). Los resultados del presente estudio son concordantes
y complementan a los obtenidos por Takada et al (46) y por Sowmya et al, (52)
quienes sugieren una asociacion de A2MG detectada en sangre con los niveles de

glicemia en el tiempo.

Debido a la alta correlacion entre proteinas encontradas en saliva y en sangre
(19), no es extrafio pensar que podria existir un paso via exocitosis de A2MG
desde la sangre a la saliva en casos en que la concentracion de esta proteina se
encuentre elevada en el plasma. Estudios indican que A2MG se incrementa en la
sangre de sujetos con DM1 y DM2 con complicaciones diabéticas en comparacion
con quienes no las presentan (48, 49). Woyatt AR (51), asocié una mayor
concentracion de A2MG con estados avanzados de otras enfermedades
relacionas con DM2 como es la insuficiencia renal cronica (IRC). Otros estudios

describen que en el sindrome nefrotico también se observa una mayor


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wyatt%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23353684
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concentracion de A2MG en suero, fendmeno que también seria explicado por el
alto peso molecular de esta proteina y su consecutiva menor excrecion (65). La

DM2, en especial en sus estados mas avanzados, se relaciona con IRC, asi como
también con el sindrome nefrético. Respecto a la asociacion de la DM2 con otras
enfermedades como son las alteraciones carrdiovasculares, Sowmya et al (52),
inyectd A2MG en suero en ratas diabéticas observandose hipertrofia cardiaca lo
que seria beneficioso para contrarrestar el dafio del miocardio asociado a la
diabetes. Este rol protector de la A2MG seria relevante considerando la estrecha

relacion entre DM2 y aumento del riesgo cardiovascular.

En el presente estudio, no detectamos una relacién entre los niveles de A2MG en
saliva con la presencia complicaciones sistémicas asociadas con la progresion de
la diabetes mellitus. Los sujetos con mayor grado de descompensacion metabdlica
(HbA1>7%), en su mayoria, relataron no tener alteraciones renales ni cardiacas.
Sin embargo, la mayor concentracion de A2MG detectada en saliva de estos
sujetos, podria ser indicativo de una progresion de la DM2 hacia otras alteraciones

sistémicas aun no detectadas.

Los valores de A2MG salival detectado en sujetos DM2, podrian también estar
condicionados con su dieta. Un estudio describe que la concentraciéon de A2MG
en la sangre, es variable segun la alimentacion de cada sujeto (66). La mayor

concentracion de glucosa que se podria encontrar en sujetos con diabetes,
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implicaria un fenémeno de arrastre de proteinas desde la sangre a la saliva. Si
bien, en el presente estudio no se considerd el tipo de dieta de cada sujeto,
debemos mencionar que el indice de masa corporal en un 95 % de los
participantes en este estudio fue mayor a 25 (Tabla 1), lo que es considerado como
sobrepeso u obesidad y podria asociarse no solo a una dieta desbalanceada y rica
en carbohidratos, sino también, a un mayor grado de descompensacion
metabdlica de la enfermedad lo que podria en definitiva, incidir en la composicion

salival.

Otro de los objetivos de este estudio fue determinar asociacion entre la deteccion
de A2MG en saliva de sujetos con DM2 y concentracion de proteinas, pH, y VFS.
Como se observa en la figura 5, los sujetos con DM2 presentaron mayor
concentracion de proteinas en saliva en comparacibn con los sujetos
compensados metabdlicamente, lo que esta en linea con lo descrito por Banderas
et al, que indica que el mayor grado de descompensacién metabdlica se relaciona
con la mayor concentracion de proteinas detectadas en saliva (16). Nuestros
resultados indican la existencia de una asociacion positiva entre la concentracion
de proteinas en saliva y la concentracion de A2MG (figura 6). Sin embargo dado
qgue el origen de las proteinas es diverso, la mayor concentracion de proteinas
detectada en saliva en sujetos con DM2 descompensada no se deberia
Gnicamente a la mayor concentracion de A2MG detectada en nuestro estudio.
Esto, podria explicarse con el fenbmeno de la desintegraciéon de la mucina, que

es la estructura proteinica salival que permite el estado de permanente
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humectacién oral (18) y cuyas proteinas serian detectadas en la saliva total ya
que al no conformar una estructura, quedarian libres. Este fendémeno se
acentuaria en estados de descompensacion metabdlica. (67). Otra explicacion a la
mayor concentracion de proteinas en saliva seria mayor aporte del fluido
crevicular en estados inflamatorios locales como la periodontitis, fendmeno que ya

fue discutido ampliamente.

La literatura describe que A2MG es estable en un pH cercano a 7,65, similar al
promedio que mostraron los sujetos de nuestro estudio que promediaron 7,6 (DS
0,604) de pH salival (68). Hasta nuestro conocimiento, no existe evidencia que
correlacione valores de pH con concentracion de A2MG en saliva. Si bien nuestros
resultados muestran una acidificacion en la medida que mayores son los valores
de HbA1 y correlacionan de manera negativa los valores de A2MG con los valores
de pH (figura 7), la acidificaciébn no afectarian en teoria al funcionamiento de
A2MG ya que el grupo de sujetos con valores de HbA1 mayores a 7 %, mostraron
una media de pH salival de 7,55 (DS 0,6) valores que no son suficientes para
alterar el funcionamiento ni la estructura de A2MG. Otros estudios serian
necesarios para establecer si el pH tiene incidencia en el funcionamiento de la

glicoproteina en estudio.
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Por otra parte, varios estudios (21, 22, 23,24) indican que los sujetos con diabetes
mellitus, experimentan un dafio glandular que podria traducirse en menor
produccion de saliva en comparacion con los sujetos sanos. Sin embargo, en
nuestro estudio la variable cantidad de saliva producida por minuto (VFS), no se
asocio con la concentracion en saliva de A2MG (figura 8), por lo que creemos que
las caracteristicas cualitativas mas que las cuantitativas salivales, son las que se

relacionan con la deteccion de A2MG detectada en este estudio.

Finalmente, nuestros hallazgos indican que existe una correlacion positiva entre
los niveles de A2MG detectados en saliva y el porcentaje de HbAlc, lo cual
permite contar con los antecedentes para validar la técnica de deteccion de A2MG
en saliva total para el monitoreo de control metabdlico en la DM2, considerando
gue el método de recoleccion salival es poco invasivo y de eventual menor costo

econdémico en comparacion con la HbA1, actual gold estandar utilizado.
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CONCLUSIONES

Los valores de A2MG obtenida en saliva total y HbAlc obtenida en

sangre se correlacionan positivamente.

Los valores de A2MG obtenida en saliva y concentracion de proteinas en
saliva se correlacionan positivamente.

Los valores de A2MG obtenida en saliva y pH se correlacionan en forma
negativa e inversa.

Este trabajo otorga antecedentes para validar la técnica de deteccién de
A2MG en saliva total para el monitoreo de control metabdlico en la DM2.
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