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l. RESUMEN

Introduccion. La resistencia a la insulina es un estado en el cual las células blanco
no responden de manera normal a las acciones fisiologicas de la hormona. La
obesidad y la consecuente inflamacion cronica de bajo grado favorecen el desarrollo
de la resistencia a la insulina, sin embargo, los mecanismos moleculares que se
asocian a esta condicion en ausencia de obesidad y diabetes aln no estan
completamente esclarecidos. El suero sanguineo ademas de ser una muestra de
facil acceso y bajo costo, constituye el secretoma de todas las células del
organismo. Objetivo. En este proyecto se analizo el suero para conocer cuéles son
las moléculas en el microambiente que probablemente estan implicadas en el
proceso de la resistencia a la insulina. Metodologia. Se analizaron un total de 24
muestras de suero en 4 pools mediante electroforesis bidimensional, a través de un
analisis semicuantitativo con el software PDQuest v.8.0.1, la identificacion de las
proteinas de expresion diferencial se realiz6 mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF). Resultados. Se identificaron 10 proteinas con expresion diferencial
estadisticamente significativa (p<0.05), el analisis in silico mostré su localizacién
subcelular, funcién y la relacion directa de 8 de las 10 proteinas identificadas.
Conclusion. El andlisis proteémico del suero de pacientes con resistencia a insulina
detecto proteinas como A1AT y CYB5R4, que participan en procesos relacionados
con el estrés oxidativo en tejidos blanco y el estrés del reticulo endoplasmatico a
nivel de pancreas, lo que podrian sugerir efectos a nivel de la produccion de insulina

y el deterioro en la via de sefializacién generada en sus tejidos blanco

Palabras clave: Resistencia a la insulina, suero, electroforesis bidimensional,

espectrometria de masas, analisis proteémico.



Il ABSTRACT

Introduction. Insulin resistance is a condition in which the target cells do not
respond normally to the physiological actions of the hormone. Obesity and the
consequent chronic inflammation of low grade have been associated with the
development of the disease, however, the molecular mechanisms that are
associated with the resistance to insulin in absence of obesity and diabetes are not
yet completely clarified. The blood serum is a sample of easy access and low cost
to analyze and constitutes the secretoma of all cells in the body. Objective. In this
project serum was analized to know what are the molecules in the microenvironment
that are probably involved in the process of insulin resistance. Methodology. We
analyzed a total of 24 serum samples in 4 pools by electrophoresis, through a semi-
guantitative analysis with the PDQuest software v.8.0.1, the identification of proteins
of differential expression was performed using mass spectrometry (MALDI-TOF).
Results: It was identified 10 proteins with statistically significant differential
expresion (p<0.05), the in silico analysis showed its subcellular localization, function,
and the direct relationship of 8 of the 10 proteins identified. Conclusion: the
proteomic analysis of serum from patients with insulin resistance detected proteins
as A1AT and CYB5R4, among others involved in processes related to oxidative
stress in target tissues and stress of the endoplasmic reticulum at the level of
pancreas, which might suggest effects at the level of insulin production and the

deterioration in signaling generated in their target tissues

Keywords: insulin resistance, serum, electrophoresis, mass spectrometry,

proteomic analysis.



Il INTRODUCCION

La insulina es una hormona anabdlica de 5.8 kDa que secretan las células beta de
los islotes de Langerhans del pancreas en respuesta a una diversa cantidad de
estimulos, pero principalmente por el aumento de la glucosa circulante. Su principal
funcién es mantener la concentracion de glucosa en un rango de 80-105 mg/dL en
sangre, promoviendo su internalizacion en los tejidos del musculo esquelético,
hepético y adiposo, ademas de regular otras actividades como el metabolismo de
los lipidos y la inhibiciébn de la produccién hepatica de glucosa (Saltiel & Kahn,
2001).

Las funciones metabdlicas de la insulina comienzan con la unién de la hormona al
receptor. El receptor de insulina es una glucoproteina heterotetramérica de tipo
tirosina cinasa (RTK’s) formado por 2 subunidades alfa unidas por puentes
disulfuro, que se ubican en el exterior de la membrana plasmética en la que estan
contenidos los sitios de union a la insulina, y 2 subunidades beta que muestran una
porcién extracelular, una transmembranal y una intracelular en la que estan

anclados los dominios con actividad tirosina cinasa (Youngren, 2007).

La unién insulina-receptor activa una serie de cascadas de sefializacion activando
principalmente dos vias de transduccién de sefiales: la via de las cinasas activadas
por mitdgenos (MAP cinasas) y la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), ambas
regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas con la expresion génica
y el metabolismo energético (White, 2002). La via de sefializacion mediada por PI3K
es el principal mecanismo involucrado en el metabolismo de la glucosa vy lipidos
(White, 2002). Las interacciones proteicas estan reguladas en diferentes niveles a
lo largo de la via, desde el receptor, el sustrato del receptor de insulina (IRS), y otras
proteinas que participan en la sefalizacion rio abajo como la propia PI3K; Akt o el

transportador de glucosa GLUT4 (Gutiérrez-Rodelo et al, 2017).

La resistencia a la insulina es una condicidon en la cual esta afectada la respuesta
de las células blanco a la insulina, lo que provoca una disminucion de la funcién
fisiolégica de la hormona (Himsworth, 2013), que resulta en hiperglucemia basal y

posprandial y favorece el desarrollo de diabetes tipo 2 (Cameron et al., 2008). En
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esta condicion, la reducida accidn fisioldgica de la insulina provoca un aumento de
secrecion de la hormona por parte del pancreas como respuesta compensatoria
para mantener la homeostasis de la glucosa. Esta condicion revela el estado
hiperglucémico e hiperinsulinémico que caracteriza a los individuos con resistencia
a la insulina, sobre todo posterior a la ingesta de una elevada cantidad de
carbohidratos (Galgani & Ravussin, 2012).

El estandar de oro para el diagnostico de la resistencia a la insulina es la técnica del
clamp hiperinsulinémico-euglucémico, propuesta por DeFronzo et al. en 1979, que
consiste en la administracion de insulina de manera exdégena hasta aumentar la
concentracion en 100 pU/ml sobre su valor basal, manteniendo constante la
concentracion de glucosa en sangre en aproximadamente 90 mg/dL mediante
ajustes periddicos con una infusién de glucosa. Bajo estas condiciones, la cantidad
de glucosa administrada para mantener la normoglucemia indica la captacion de
glucosa y es inversamente proporcional al grado de resistencia a la insulina.
(DeFronzo et al, 1979).

En la préactica clinica, el célculo del indice HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance) es el método mas utilizado para diagnosticar
resistencia a la insulina, se trata de un modelo matematico basado en la medicién
de glucosa e insulina en ayuno, calibrado a una funcién celular beta pancreatica de
100% y una resistencia a la insulina normal de 1 calculandose a partir de la siguiente

formula:
HOMA-IR= glucemia (mmol/l) x insulinemia (uU/ml)/22,5.

Los valores de indice referidos inicialmente son de 1.0 para una poblacién joven y
sana, sin embargo, los valores pueden variar de una poblacion a otra,
describiéndose valores de hasta 1.96 para una poblacion sana. Los individuos con
valores superiores a 3.0 son diagnosticados con resistencia a la insulina y tienen el

riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas (Matthews et al, 1985).

La patogénesis de la resistencia a la insulina es un proceso complejo, diversos

estudios clinicos y experimentales sugieren que los factores ambientales, el estilo



de vida, enfermedades infecciosas principalmente de indole viral y degenerativas
inducen cambios moleculares clave que pueden estar relacionados con la génesis

y/o el curso de esta condicion. (Figura 1) (Lasram et al, 2014).
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Figura. 1 Mecanismos moleculares de la resistencia a la isulina. La resistencia a la insulina es
un mecanismo complejo en el cual parece ser iniciado y promovido por glucotoxicidad, lipotoxicidad,

inflamacion y estrés oxidativo (adaptado de Lasram et al, 2014)

El estilo de vida actual favorece la continua exposicion a xenobiéticos como los
pesticidas organofosforados y los carbamatos. Se ha demostrado que los
organofosforados pueden inducir resistencia a insulina en modelos animales en
donde se sugiere que el desarrollo de esta condicion resulta de la acumulacion de
mayor cantidad de citocinas, acidos grasos libres y especies reactivas del oxigeno
(Mostafalou et al., 2011).



El estrés oxidativo generado por las especies reactivas del oxigeno tiene diversos
efectos deletéreos tales como la activacion de proteinas como la fosfatasa de
fosfotirosinas 1B (PTP-1B) que es capaz de inhibir la fosforilacion en residuos de
tirosina tanto en el receptor de insulina como en IRS-1 (Gual et al., 2005). El exceso
de perdxido de hidrogeno (H202) altera la asociacion entre el IRS-1 y PI3K
cambiando la distribucién de estas dos proteinas en el citosol (Nomiyama et al.,
2004).

Algunas enfermedades infecciosas como la hepatitis C pueden estar implicadas en
el desarrollo de resistencia a la insulina. Se ha observado el deterioro de IRS-1 e
IRS-2 en pacientes con hepatitis C cronica (Kawaguchi et al., 2004), ya que el virus
irumpe la via de sefializacion de insulina por diversos mecanismos como la
regulacién positiva de las supresoras de proteinas de sefializacion de citocinas
(SOCS), la activacion de la via mTOR/S6K1 y el aumento de la secrecion del factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Shintani et al., 2004, Bose et al, 2012).

Se han reportado alteraciones de la sefializacidén de insulina en tejido muscular de
pacientes con sindrome de ovario poliquistico, que incluyen la fosforilacion de IRS-
1 en serina, la disminucion de la actividad PI3K, asi como la reduccion en la
fosforilacion de Akt y AS160 (Pauli et al., 2011).

En la enfermedad de Alzheimer, una caracteristica comun es la resistencia a la
insulina en el tejido cerebral generado por la fosforilacién en serina de IRS-1 que
resulta de la activacion de procesos proinflamatorios inducidos por las microglias en
respuesta a la acumulacion de B-amiloide, desarrollando un papel importante en la

aparicion de déficit cognitivos (Heneka et al., 2010, Heneka et al., 2013)

En pacientes obesos con resistencia a insulina y diabetes tipo 2, se han reportado
niveles elevados de citocinas proinflamatorias como TNF-q, interleucina 6 (IL-6) y
proteina C reactiva (CRP) (Shoelson et al., 2007, De Luca & Olefsky, 2008). Estas
citocinas estan implicadas en la via de sefalizacion de JNK y IKK/NFkB, cinasas
que fosforilan a factores de transcripcion como AP1 y NFkB, que activan genes
implicados en la respuesta inflamatoria dando lugar a la disminucién de la

sensibilidad a la insulina (Cai et al., 2005)



También los niveles elevados de glucosa pueden conducir a la muerte de las células
B por la activacion de NFkB y PKC, estas a su vez activan el gen de la 6xido nitrico
sintasa inducible que cataliza la formacién de 6xido nitrico, estimulando a su vez a
la apoptosis (Carpenter et al., 2001). En las células blanco de la insulina la
hiperglucemia provoca la formacion de productos finales de glicosilacion avanzada
(AGE’s) que pueden inhibir la actividad de IRS por la uniéon con su dominio activo
(Cnop et al., 2005), la interaccion de los AGE’s con su receptor mantiene la
formacion de estas moléculas e induce la inflamacion reduciendo la sensibilidad a

la insulina en la célula.

Mediante la protedmica se analiza de manera sistematica las proteinas expresadas
en una condicién particular con la posibilidad de identificar aquellas asociadas a la
enfermedad y sus posibles complicaciones (Wilkins et al, 1996). El conjunto de
proteinas expresadas en una célula o tejido en un momento y condiciones
determinadas conforma el proteoma. Analizar el proteoma implica ademas de la
identificacion de las proteinas y sus niveles de expresion, la caracterizacion de su
estructura, las modificaciones postraduccionales, la funcion vy localizacion
subcelular, y las interacciones proteina-proteina y proteina-DNA en estados de
enfermedad (Cui et al., 2004, Kim et al., 2007).

El suero sanguineo es un fluido corporal que es util para el estudio de muchas
enfermedades, los niveles de proteinas que se pueden encontrar en él, reflejan en
estado fisiolégico o patoldgico de todo el organismo. El andlisis de la expresion
diferencial de proteinas a partir de muestras de suero derivadas de pacientes sin
obesidad ni diabetes, pero diagnosticados con resistencia a la insulina, puede
proporcionar informacién importante acerca de los primeros mecanismos alterados

qgue favorecen el desarrollo o curso de esta condicion.



V. MATERIAL Y METODOS

Muestras de suero

Las muestras se obtuvieron del banco de sueros del Laboratorio de Investigacion
en Obesidad y Diabetes, de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas. Se
seleccionaron 24 muestras de suero obtenidas de un estudio previo, de las cuales
12 corresponden a individuos adultos, 6 con diagndstico de resistencia a la insulina
mediante el indice HOMA vy 6 sin resistencia a la insulina utilizados como control.
Las 12 muestras restantes corresponden a 6 nifios con resistencia a la insulina 'y 6

a nifos sin resistencia a la insulina, utilizados como control (Cuadro 1y 2)

Cuadro 1. Caracteristicas generales de la poblacion adulta clasificada con y sin

resistencia a la insulina.

Adultos
ETIQUETA EDAD SEXO IMC* GLUCOSA INSULINA HOMA
(70-110) (Rl = 3.2)

1 21 Masculino 23.4 96 13.98 3.31
2 21 Femenino 18.6 76 19.69 3.69
3 18 Masculino 21.8 109 11.87 3.20
4 19 Masculino 23.0 104 16.68 4.28
5 19 Femenino 19.8 101 13.5 3.37
6 19 Femenino 23.0 80 25.1 4.96
7 20 Femenino 21.7 88 6.21 1.35
8 19 Femenino 23.6 76 7.26 1.36
9 19 Masculino 20.2 93 5.2 1.19
10 20 Masculino 21.4 73 4.3 0.78
11 19 Femenino 18.7 83 7.26 1.49
12 19 Masculino 21.9 86 3.37 0.72

*IMC. Indice de masa corporal



Cuadro 2. Caracteristicas generales de la poblacién infantil clasificada con y sin

resistencia a la insulina.

Nifios
ETIQUETA EDAD SEXO IMC* GLUCOSA INSULINA HOMA
(RI22.4)
1 8 Femenino 16.1 85 12.41 2.60
2 6 Femenino 14.4 73 13.35 2.40
3 10 Masculino 17.7 95 10.23 2.40
4 10 Femenino 17.2 109 10.79 2.90
5 10 Masculino 19.0 109 10.56 2.84
6 11 Masculino 16.7 118 9.63 2.80
7 9 Femenino 15.1 100 2.88 0.71
8 9 Femenino 16.7 92 2.65 0.60
9 7 Masculino 14.1 68 7.07 1.19
10 9 Masculino 15.6 103 4,74 1.21
11 7 Masculino 16.7 92 6.37 1.45
12 9 Masculino 16.1 98 1.72 0.42

*IMC. indice de masa corporal

Eliminacién de proteinas abundantes (Albumina e Inmunoglobulinas)

Para reducir la cantidad de proteinas abundantes en el suero, se utilizé el kit
comercial Thermo Scientific Pierce Albumin / IgG Removal de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se diluyeron 10 pl la muestra en 75 yL con Buffer
Binding/Wash y se afiadi6 la muestra diluida a la base de gel, tapando la columna.
Se agitoé para formar una suspension. Se incub6 durante 10 minutos a temperatura
ambiente (TA) en un agitador orbital usando una velocidad suficiente para mantener
la mezcla en suspension. Se retird el tapon inferior de la columna y aflojo la tapa.
Posteriormente se coloco la columna en el tubo centrifugando a 10.000 xg durante
1 minuto, recuperando el filtrado y aplicando nuevamente la base de resina, tapando
y volviendo a acoplar a la columna. Se incub6 durante 10 min a TA en un agitador
orbital, retirando posteriormente el tapdn inferior de la columna y aflojando la tapa,
devolviendo la columna al tubo y centrifugando a 10.000 xg por 1 minuto para
recolectar el filtrado. Se afiadié 75 pl de Binding/Wash Buffer a la base de gel y se
centrifugd a 10.000 xg durante 1 min para recoger el lavado en el mismo tubo. La

muestra resultante puede ser preservada a -70 °C o procesada para su analisis.



Cuantificaciéon de proteinas.

La cantidad de proteina de cada muestra se cuantifico utilizando el método de
Bradford modificado (BIORAD, No. de Cat. 500-0205). Se realiz6 una mezcla de
hidroxido de cloro, agua bidestilada y el reactivo de Bradford, para realizar una curva
estandar utilizando como proteina de referencia albumina sérica bovina (BSA)
(Sigma, No. de Cat. A2153), la lectura se llevé a cabo en un espectrofotémetro (DUR
800 Spectrophotometer) a una longitud de onda de 595 nm. Alicuotas de 2 pl de
cada fraccion y 18 ul del agua se cargaron por duplicado en una placa de
microtitulacion junto con 80 ul de reactivo de Bradford; las concentraciones de
proteina se estimaron por absorbancia a 750 nm comparando con una curva
estandar obtenida a partir de una serie de diluciones de albumina sérica bovina.
Electroforesis unidimensional

Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE al 15 % de acuerdo al protocolo
descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). El corrimiento se inici6 aplicando 80 V
durante 20 min aumentando el voltaje a 120 V durante 1 h. Los geles fueron tefidos
con el kit Silver Stain Plus (BIORAD, No. de Cat. 161-0462 al 64).

3.2.4. Electroforesis bidimensional

Para el procesamiento mediante electroforesis bidimensional, las muestras fueron
disueltas en amortiguador para el isoelectroenfoque (130 pl), de acuerdo al
protocolo descrito por O Farrel (O Farrel, 1975) y Klose (Klose and Kobalz, 1995).
Los extractos solubles de proteinas (500 ug) se resolvieron en capilares de
acrilamida de 18 cm de largo, con un rango de pH de 3 a 10 enriquecidos en un
rango de 4 a 8 (lineal). Los capilares se pre-enfocaron, durante 24 h a TA, usando
un voltaje de 1000 V por 40 min, sumergidos en sus extremos con una mezcla de
Buffer basico con Hidroxido de Sodio y agua para el catodo y para el &nodo se utilizd
una mezcla de acido fosforico y agua. Después del pre-enfoque, se llevo a cabo el
enfoque sobre un sistema IEF por 24 h a 2000 V. Antes de la electroforesis en
poliacrilamida, las tiras de los capilares se sometieron a reduccion, incubandolas
durante 5 min (dos rondas) en una solucién con 8 M de urea, 30 % de glicerol, 2 %
de SDS y 125 mM de DTT. Posteriormente, las proteinas se separaron de acuerdo

a su masa molecular (segunda dimension), colocando los capilares equilibrados
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sobre geles de poliacrilamida al 12% en presencia de SDS y cubiertas con overlay
agarosa. La electroforesis se llevo a cabo usando el sistema protean® (BioRad,
Hércules, CA, USA), a un voltaje de 500 V a 20 °C por 24 h. Los geles fueron tefiidos
con Azul de Coomassie Coloidal (Amresco, No. de Ca. 6104-58-1) de acuerdo al
protocolo descrito por Merril (Merril et al. 1981) y se escanearon en el densitometro
GS-800 (Bio-Rad, Hércules, CA). Las imagenes digitales fueron analizadas y
comparadas con el programa PDQuest 8.0.1 Software (Bio-Rad), para su corte y
procesamiento para espectrometria de masas. No se obtuvieron triplicados de los
experimentos.

Espectrometria de masas (MALDI TOF)

Eliminacién de tincion de azul de Coomassie del spot

Se utilizé una solucién destefiidora (acetonitrilo y agua miliQ (50:50)), a la que se
adicionaron 250 pL de bicarbonato de amonio al 2.5 mM, se realizaron dos lavados
con un mL de la mezcla a cada tubo dejando destefir durante dos horas,
posteriormente las muestras se deshidrataron mediante dos lavados con acetonitrilo
puro durante 10 minutos y se dejaron secar.

Digestion

Se agregaron 10 pl de una solucion de tripsina a cada una de las muestras agitando
al menos dos veces en el vortex y dejando reposar 30 min en hielo, se removié el
sobrenadante, posteriormente se adicionaron de 10-15 pl de agua, dejando en
reposo toda la noche a 37°C.

Extraccion

Se adicionaron 50 ul de una solucion de acido trifluoracético (TFA) al 0.1% a cada
muestra manteniéndose en agitacion por 45 minutos. Posteriormente se
centrifugaron durante 10 segundos y se transfirio el sobrenadante a tubos
Eppendorf de 500 ulL previamente rotulados con cada numero de spot. Se
adicionaron 50 ul de una mezcla de acetonitrilo al 50% mas 0.1% de TFA, incubando
por 30 minutos con homogenizacién en vortex. Las muestras se centrifugaron por
10 segundos, se colectd el sobrenadante y se transfirio al Eppendorf de 500 ul
correspondiente. Se adicionaron 50 ul de una mezcla de acetonitrilo al 70% mas

0.1% de TFA y se incubaron por 20 minutos. Se centrifug6 la muestra por 10 s. Se
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colectd el sobrenadante y se transfirié a un Eppendorf de 500 pul. Se seco el volumen
por evaporacion en el savant a TA por dos horas.

Adquisiciéon de espectros de masa

Se realiz6 usando Ultraflex TOF/TOF (Bruker Daltonics, Alemania) y el espectro de
masas peptidico fue adquirido en el modo de reflectron. La lista de masas
monoisotopicas se genero después de aplicar la funcion utilizando Flex Andlisis de
software 2.0. Se excluyeron de la lista los picos producto de la autdlisis de la tripsina
y los derivados de contaminacion con queratinas. Las masas monoisotopicas del
espectro fueron usadas para la identificacién de proteinas con ayuda del motor de
basqueda MASCOT v2.2 (www.matrixscience.com). La busqueda se llevo a cabo
en NCBI. Los parametros de busqueda fueron los siguientes: la tolerancia del
péptido, 0,5-1 Da; especie, Homo sapiens. EI nimero maximo de divisiones
perdidas se estableci6 en 1.

Andlisis bioinformético.

Las proteinas identificadas por espectrometria de masas, fueron analizadas en:

UniProt (http://www.uniprot.org/), IntAct (http://www.ebi.ac.uk/intact/), Reactome

(http://www.reactome.org/) , NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Geneontology

(http://geneontology.org/). Los parametros de busqueda fueron los siguientes:
Especie: Homo sapiens; funcion; nombre; localizacion subcelular; secuencia(s),
interaccion, vias de sefalizacion e informacion. Las proteinas seleccionadas fueron

sometidas a un analisis in silico en Cytoscape (http://www.cytoscape.org/), que

permite generar redes de interacciones moleculares entre las proteinas
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V. RESULTADOS

Expresion de proteinas en geles de poliacrilamida en una dimensién 1D

Debido al rango dinAmico de proteinas presentes en el suero sanguineo, de las
cuales la mayor cantidad esta compuesta por albumina e inmunoglobulinas, las
muestras fueron procesadas con sulfato de amonio [(NH4)2SO4] al 70% como
estrategia para la eliminacion de éstas proteinas abundantes, y posteriormente
lavadas con acetona para eliminar lipidos, sales y carbohidratos. Para comparar el
perfil de expresion de proteinas se realizaron electroforesis 1D en geles de
poliacrilamida al 15% con una concentracion equivalente de 50 ug de proteina. En
la figura 2 se muestran los geles de 1D con la expresion de proteinas de cada una

de las muestras.

Muestras de suero

MPM

N
S S N J- SR NN 5% o 0 A D0 S A D N
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Figura 2. Sueros procesados con Sulfato de amonio. Las proteinas fueron procesadas a través

de un SDS-PAGE a 15% vy tefiidos con Plata compatible con espectrometria de masas.

La comparacion de la expresion de proteinas de las muestras procesadas con
[(NH4)2SO4] genero perfiles proteicos muy similares, logrando visualizar expresion
diferencial en la zona de bajo peso molecular, sin embargo, es claro que el
procesamiento con [(NH4)2S0O4] no elimina eficientemente las proteinas abundantes.
Estos patrones de expresion pueden ser Utiles para comparar, pero presentan la
limitante de que en una sola banda podrian estar presentes diferentes proteinas con
el mismo peso molecular y al realizar la identificacién por espectrometria de masas
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el resultado corresponderia a la proteina mas abundante y no necesariamente a la

gue muestre expresion diferencial.
Expresiéon de proteinas en geles de poliacrilamida en dos dimensiones 2D

Una vez determinado el patron de expresion, se realizaron electroforesis en geles
2D, utilizando una columna de inmunoafinidad que tiene la capacidad de atrapar
proteinas altamente abundantes como albumina e inmunoglobulinas. Se observé
gue la columna tiene una baja eficiencia y la concentracion de proteina total
recuperada resulté muy baja, por lo tanto, se realizé un pool con 6 muestras para
obtener 4 grupos a analizar: adultos con resistencia a la insulina, adultos sin
resistencia a la insulina, nifios con resistencia a la insulina y nifios sin resistencia a
la insulina. Después de obtener las muestras concentradas, cuantificadas y sin sales
contaminantes, los ensayos de electroforesis bidimensional se realizaron en geles
de poliacrilamida de 20x20 cm, con un rango de pH de 3-10 (zona de
enriquecimiento de 4-8) y concentracion de 650 ug de proteina por muestra. En la
figura 3 se muestra el perfil proteico obtenido de la electroforesis 2D a partir del pool
de muestras correspondiente a cada grupo de analisis.
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Figura 3. Electroforesis 2D en gel de poliacrilamida al 12% tefiidas con azul de Coomassie. A)
pool de muestras de adultos sin resistencia a la insulina. B) pool de muestras de nifios sin resistencia
a la insulina. C) pool de muestras de adultos con resistencia a la insulina. D) pool de muestras de
nifios con resistencia a la insulina
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Andlisis semicuantitativo de los perfiles proteicos.

Una vez establecidos los mapas de referencia de las cuatro condiciones de analisis
y debido a que no se contaron con triplicados en los experimentos, la estrategia se
orient6 a la realizacion de un analisis semicuantitativo, Para ello, los geles fueron
escaneados en el densitdmetro GS-800 generando una imagen de los geles en
formato TIF y analizados con el uso del Software PDQuest versién 8.0.1, el cual
permite la autocomparacion de forma precisa de los geles con poca o0 ninguna

intervencién manual.

Después de obtener las imagenes, el software PDQuest version 8.0.1 identifico y
marco todos los spots localizados en todas las condiciones, generando una media
de la intensidad medida en unidades arbitrarias de intensidad neta. De esta manera,
el software detectd aproximadamente 250 puntos constitutivos en todas las

condiciones.

Comparacioén de la expresién diferencial de proteinas en nifios y adultos con

y sin resistencia a insulina.

Debido a que la expresion de proteinas del pool de muestras de cada una de las
condiciones se observa muy similar, la comparacion de la expresion diferencial se
realiz6 mediante el empalme de las imagenes de los geles y obteniendo un patrén
de proteinas propias de cada condicion, asi como proteinas de expresion
constitutiva en todas. Cada condicién de comparacion fue etiquetada con una sefial
de color y estas a su vez mostraron el nimero de puntos con diferente nivel de

expresion (Figura 4).
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Figura 4. Imagenes virtuales generadas de la superposicion de los geles 2D en presencia y
ausencia de resistencia a la insulina. Cada condicién fue marcada con un color, la superposicion
de puntos genera un color amarillo que indica la presencia de las proteinas en ambas condiciones
comparadas. NCR: nifios con resistencia a la insulina. NSR: nifios sin resistencia a la insulina. ACR:

adultos con resistencia a la insulina. ASR: adultos sin resistencia a la insulina.
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Determinacion del nivel de expresion diferencial de proteinas en presenciay

ausencia de resistencia a insulina

Mediante el andlisis digital con el software PD Quest V.8.0.1, las imagenes de los
geles de cada una de las condiciones fueron comparadas y las proteinas con
expresion diferencial fueron asignadas con un simbolo de color diferente con lo cual

se pudo analizar dos condiciones por cada comparaciéon (Tabla 1)

SIMBOLO CONDICIONES gg'og'é
0 Comparacion ASR vs ACR 214
& Comparacion NSR vs NCR 238
Comparacion NSR vs ASR 283
] Comparacion NCR vs ACR 243

Tabla 1. Andlisis comparativo de las de las condiciones. Se detectaron un promedio de 250

proteinas expresadas diferencialmente en cada comparacion.

Con las imagenes obtenidas de cada una de las condiciones, se generé una imagen
virtual conocida como gel maestro, que localiza cada proteina en los cuatro geles
obtenidos y su nivel expresion. En el gel maestro se genera un patrén general de
expresion que concentra a todas las condiciones, y en las cuales se pueden
observar condiciones que son redundantes, por lo gue se observa el traslape de las
seflales en algunos de los puntos de expresion diferencial, sobre todo en

condiciones asociadas a la resistencia a la insulina (Figura 5)
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Figura 5. Imagenes virtuales generadas por la superposicion de los geles de electroforesis

2D. Las proteinas sobreexpresadas fueron marcadas para realizar la comparacion. NCR: nifios con

resistencia a la insulina. NSR: nifios sin resistencia a la insulina. ACR: adultos con resistencia a la

insulina. ASR: adultos sin resistencia a la insulina.
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Identificacién mediante espectrometria de masas de las proteinas expresadas

diferencialmente.

De los 245 spots que en promedio se expresaron diferencialmente en cada
condicion comparada, fueron seleccionados 15 para su identificacion mediante
MALDI-TOF de los cuales 10 proteinas se identificaron con valores de score y
cobertura estadisticamente significativos utilizando la base de datos MASCOT V2.2

(www.matrixscience.com) (Tabla 2).
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Tabla 2. Identificacién de proteinas por espectrometria de masas de acuerdo al software Mascot (http://www.matrixscience.com/).

NOMBRE

PESO MOLECULAR TEORICO
(PMr)

PUNTO ISOELECTRICO
TEORICO (Ply)

SCORE

EXPECT

PEPTIDOS IDENTIFICADOS

Optineurina

65 922

5.12

58

0.039

M.SHQPLSCLTEK.E

K.ELLTENHQLK.E

K.EAMKLNNQAMK.G

K.EERQFFEIQSK.E

R.MAEGEAEGSVK.E
R.TVSTGTALSKYR.S

K.LLQEHNNALK.T
K.ALASKQLQMDEMK.Q
K.QLQMDEMKQTIAK.Q+ OXIDACION (M)
R.TSDSDQQAYLVQR.G

Complemento C3

187 148

6.02

73

0.00093

K.TIYTPGSTVLYR
R.FTVNHK.L
K.FYYIYNEK.G
K.GLEVTITAR.F
R.ISLPESLKR.I
K.RIPIEDGSGEVVLSR.K
R.IPIEDGSGEVVLSR.K
R.IPIEDGSGEVVLSRK.V
K.VLLDGVQNPR.A
R.TELRPGETLNVNFLLR.M
R.LVAYYTLIGASGQR.E
K.IEGDHGAR.V
R.VVLVAVDK.G
K.LMNIFLK.D
R.QGALELIK.K

Proteina no
caracterizada

misp3

24130

10.92

58

0.033

- METPIEREIR.R+ OXIDACION (M)
R.GLSPGRAGR.E

R.ALERAR.A

R.AGAQMQRDIER.E+ OXIDACION (M)
R.ARSPPQPLGELK.R
R.LPEPGGRPRSAVQGGCR.V

Comparfiero de
mTOR insensible a

rapamicina

192 218

7.23

58

0.035

R.LQGVSNMRK.L
R.LSDGFVAAEAK.T
R.ASAALNCLKR.F
R.DQYLRVQK.D
R.DGLARVILSK.I
K.WHREYNSK.Y
K.TKQGCDILK.C
K.SNSVSLVPPGSSHTLPRR.A
R.FMKALSYASLDK.E
K.QPIVDTSAES.-
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Proteina con
dominios de dedos
de zinc 33b

90 683

8.6

56

0.046

K.SDEFNACGKLLLNIK.H
R.NTLSHRENTLQHEK.I
K.LCLSQLQKGDK.G
R.THTGEKPFECLECGK.S
R.THTGEKPYECNECGK.T
K.SGLILHERK.H
R.SHTGEKPYECNTCR.K

Alfa 1 antitripsina

46 737

5.37

69

0.0026

K.ITPNLAEFFSLYR.Q
K.GKWERPFEVK.D
K.WERPFEVK.D
K.DTEEEDFHVDQVTTVK.V
K.FLENEDRR.S

K.LSITGTYDLK.S
K.VFSNGADLSGVTEEAPLK.L
K.VFSNGADLSGVTEEAPLKLSK.A

Queratina tipo Il de
citoesqueleto 2

epidermal

65 433

8.07

57

0.042

R.GFSSGSAVVSGGSR.R
R.HGGGGGGFGGGGGFGSR.S
K.SISISVAGGGGGFGAAGGFGGR.G
R.GGGFGGGSSFGGGSGFSGGGFGGGGFGGGR.F
K.VDPEIQNVK.A

K.RYLDGLTAER.T
R.DYQELMNVKLALDVEIATYR.K
R.GSSSGGGYSSGSSSYGSGGR.Q

Fosfatidilinositol 4

cinasa alfa

96 984

6.64

57

0.039

K.DCVVPYLLRLLK.G
K.TSSVSSISQVSPER.G
K.NDTVTPAELSELR.S

R.LEYMRVLR.S

K.VFDAFLNMMADK.A
R.FSGTTGQMSDLNK.M
K.MMVQDLHSALDR.S+ 2 OXIDACION (M)
K.TNIYLDEEGHQK.D
K.ITNVSAIKPYPK.G
K.LTDEMVMIMGGK.M+ OXIDACION (M)
K.LTDEMVMIMGGK.M+ 2 OXIDACION (M)

Citocromo b5

reductasa 4

59 474

7.6

59

0.028

K.VPLKQGR.S

K.ECLVGRMAIKPAVLK.D+ OXIDACION (M)
K.VLNGMLPK.S

K.SQVTDTLAK.E

K.IEIVLQK.K

K.KENTSWDFLGHPLK.N

K.DTGLYYR.K

K.LMFENK.T

Vinculina

124 302

5.50

56

0.051

K.RDMPPAFIK.V+ OXIDACION (M)
K.NLGPGMTKMAK.M+ 2 OXIDACION (M)
R.VMLVNSMNTVK.E

K.MLGQMTDQVADLR.A+ OXIDACION (M)
R.ELTPQVVSAARILLR.N

K. TISPMVMDAKAVAGNISDPGLQK.S

K. AGEVINQPMMMAARQLHDEAR.K+ OXIDACION (M)
K.RMALLMAEMSR.L
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Andlisis in silico
Una vez identificadas las proteinas, se procedié a realizar una busqueda

Bioinformatica para determinar su funcion, localizacion subcelular y su probable

papel en la resistencia a la insulina.

En primera instancia se revisaron las vias de sefializacion en las que participan las
proteinas para determinar, si entre ellas existe una relacion con algun proceso
bioldgico importante. Reactome (http://www.reactome.org/) es una base de datos
de acceso abierto, actualizada y revisada por pares en donde se encuentran
integrados los procesos biolégicos y las vias de sefializacion en los que participan
proteinas reportadas en la investigacion bésica. El andlisis mostro los procesos
celulares en los que participan las proteinas identificadas son: Respuesta celular al
estrés, Sistema Inmune, Sintesis de proteinas, Transporte de pequefias moléculas,

Transduccion de sefales, Homeostasis y Enfermedad (Figura 6).
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Figura 6. Procesos celulares que involucran a las 10 proteinas identificadas en pacientes con resistencia a insulina. La imagen muestra los
principales procesos biol6gicos que se generan en la célula, en los cuales participa, se resaltan en amarillo los principales procesos celulares
asociados a las proteinas analizadas in silico.
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La localizacién subcelular y la funcion de las proteinas identificadas mediante
espectrometria de masas se realizé con la ayuda de la base de datos UniProt

(www.uniprot.org/), ésta es una base de datos que despliega toda la informacién

relacionada con la proteina con evidencia experimental (Tabla 3).
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Tabla 3. Localizacion subcelular y funcién de las proteinas.

NOMBRE CcODIGO LOCALIZACION EUNCION
UNIPROT SUBCELULAR
Implicada en la via de respuesta al estrés del reticulo endoplasmico.
Citocromo b5 reductasa 4 Q7L1T6 Reticulo Proteccién de las células beta del pancreas contra el estrés oxidativo.
(CYB5R4) endoplasmético Reduce sustratos como el citocromo ¢ y metahemoglobina.
fosfatidilinositol 4-cinasa alfa Produccion del segundo mensajero inositol-1,4,5, -trifosfato
(P14K) P42356 Membrana celular
Queratina, tipo Il de citoesqueleto epidermal Regién extracelular Proteina estructural de la epidermis.
2 (KRT2) P35908 Membrana celular Contribuye a la cornificacion terminal.
Citosol
Proteina de fase aguda con propiedades antiinflamatorias, antitrombéticas, y
Alfa-1-antitriosi efectos antiapoptéticos.
a-1-antitripsina P01009 Proteina secretada Inhibidor de serina proteasas principalmente la elastasa, pero también tiene
(A1AT) afinidad por plasmina y trombina.
La forma aberrante tiene actividad proteolitica contra insulina y plasmina.
Proteina con dominios de dedos de zinc Probablemente participa en la regulacion transcripcional
33b (ZNF33B) Q06732 Ndcleo
Comparfiero de mTOR insensible a Regula el crecimiento celular y la supervivencia en respuesta a hormonas.
rapamicina (RICTOR) Q6R327 Citosol Componente del complejo mTORC2que es critico en la activacion de AKT
Proteina no caracterizada MISP3
Q96FF7 ND™ ND*
Activacion del sistema de complemento, presentacion del antigeno, interacciones
Regién extracelular célula-célula,
Complemento C3 (C3) P01024 y proliferacion celular.
Mantenimiento del complejo de Golgi.
Optineurina (OPTN) Q96CV9 Aparato de Golgi Activacion de la respuesta inmune innata en infecciones virales.
Endosoma Papel neuroprotector en 0jo y nervio optico.
Membrana plasmatica | Morfologia celular
Vinculina (VCL) P18206 Citoesqueleto Locomocion

Regula la expresion de E-caderina

*ND. Para MISP3 sélo se tiene evidencia experimental a nivel del transcrito.
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Para conocer la interaccion directa o indirecta entre las proteinas identificadas, se
realizd un interactoma proteico en la base de datos CytoScape V.3.6.0. a partir de
los datos generados del anadlisis previo en la base de datos IntAct
(http://www.ebi.ac.uk/intact/). En la figura 7 se muestra el resultado de la interaccion
directa de 8 de las 10 proteinas identificadas, y su participacion en procesos
metabdlicos, celulares, regulacion bioldgica, respuesta a estimulos, biogénesis y
procesos celulares diversos, mientras que sélo en 2 (ZNF33B y CYB5R4), no se

cuenta con evidencia experimental de su asociacion con las otras restantes.
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Figura 7. Analisis in silico de lainteraccion entre las proteinas identificadas. El interactoma construido en la base de datos Cytoscape muestra
la red de interacciones, los nodos representan proteinas. Las conexiones entre las proteinas representan interacciones verificadas
experimentalmente. Los nodos en verde indican interacciones funcionales (indirectas) secundarias e interacciones funcionales primarias.
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Finalmente, se muestran los valores de expresion en términos de unidades
arbitrarias de intensidad neta de las proteinas identificadas, resaltandose los valores
de sobreexpresion con significancia estadistica (p<0.05) de cada proteina en las

cuatro condiciones de analisis (Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacién semicuantitativa de la expresion de las proteinas en las condiciones de Resistencia a Insulina en Nifios y

Adultos en comparacién con nifios y adultos normales.

_ PROTEINAS IDENTIFICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF

*SSP | CODIGO UNIPROT NOMBRE ACR | ASR | NCR NSR
7641 Q96CV9 Optineurina humana 360 77.8 | 260.6 | 406.1
1332 Q96FF7 Proteina no caracterizada misp3 3.8 | 2383 | 1.7 35
2422 P01009 Alfa 1 antitripsina 7.7 36.1 | 44.2 46.6
8417 P35908 Queratina tipo Il de citoesqueleto epidermal 2 22.8 0 0.3 3.3
8414 Q7L1T6 Citocromo b5 reductasa 4 479.9 | 20.2 | 255.7 7.1
2333 Q06732 Proteina con dominio de dedos de zinc 33b 837.1 | 908.9 | 501.4 | 3970.3
2621 Q6R327 Compafiero de mTOR insensible a la rapamicina | 245.2 | 241.3 | 136.2 | 587.1
8510 P01024 Componente 3 del complemento 649.6 | 690.1 | 129.7 9.9

*SSP: Coordenadas del “spot” en el gel maestro. ACR (Adultos con resistencia a la insulina), ASR (Adultos sin resistencia a la insulina), NCR (Nifios

con resistencia a la insulina), NSR (Nifios sin resistencia a la insulina). Los valores de expresion estan determinados como unidades arbitrarias de

intensidad neta.
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VI. DISCUSION

Diversos mecanismos moleculares relacionados con la generacion de resistencia a
la insulina estdn asociados a factores genéticos, ambientales y de estilo de vida,
entre ellos, la lipotoxicidad, glucotoxicidad y el estrés oxidativo. Las alteraciones que
inducen la sefalizacion deficiente de la insulina incluyen mutaciones vy
modificaciones postraduccionales en el receptor, en IRS o en las diferentes
proteinas que componen la via de sefializacion localizadas rio abajo. Las
alteraciones mas comunes en la resistencia a insulina son la disminucion de
receptores de insulina y de su actividad catalitica, el aumento de fosforilacion en
residuos de serinal/treonina en IRS, el aumento de la actividad de las fosfatasas de
tirosina, la disminucion de cinasas como Akt, PI3K, y defectos en la expresion y
funcién de GLUT4, todas estas alteraciones resultan en la reduccion de la entrada
de glucosa a las células de los tejidos blanco y la alteracion a nivel metabdlico
(Gutiérrez-Rodelo et al, 2017).

El suero sanguineo es un fluido biolégico que contiene un proteoma bastante
complejo, ya que, ademas de tener proteinas propias de la sangre, en él se
encuentran otras proteinas provenientes de todas las células y tejidos del
organismo, con un rango dinamico en el orden de las 10 magnitudes (Anderson &
Anderson 2002). Por ser una muestra de facil recoleccion mediante métodos no
invasivos y de bajo costo, el suero resulta ser util para determinar la expresion
diferencial de proteinas en presencia o ausencia de muchas enfermedades.
Diversos grupos de estudio han explorado las proteinas presentes en suero o
plasma en pacientes y modelos animales con enfermedades metabdlicas y las
complicaciones derivadas de ellas como diabetes y aterosclerosis (Lepedda et al.,
2016), diabetes y retinopatias (Lu et al., 2013) obesidad y diabetes (Kyohara et al.,
2017). En este trabajo se us6 una columna de inmunoafinidad para la eliminacion
de proteinas abundantes en las muestras de suero, sin embargo, su eficiencia no
fue adecuada ya que la cantidad de albumina e inmunoglobulinas presentes en los
geles 2D aun era considerable. No obstante, se lograron identificar 10 proteinas con

un valor de score significativo. Con base en los resultados, la proteina alfa 1
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antitripsina (A1AT) se encontr6 con mayor expresion en nifios y adultos sin
resistencia a la insulina en comparacién con nifios y adultos con resistencia, de
manera interesante la mayor diferencia en expresion se muestra entre el grupo de
adultos con y sin resistencia a la insulina. La alfa 1 antitripsina es una proteina
inhibidora de serina proteasas que muestra propiedades antiinflamatorias y
antitrombdticas al igual que efectos antiapoptoéticos (Stockley, 2015). A1AT se
encontré disminuida en pacientes diabéticos con aterosclerosis y parece tener una
funcion inhibidora de proteasas que protege contra la degradacion de elastina de
las paredes de los vasos sanguineos (Lepedda et al., 2016). En otro estudio
realizado por Ramirez y Sanchez, los niveles séricos de A1AT no se relacionaron
con el indice de resistencia a insulina en mujeres con y sin obesidad, lo que indica
que esta proteina se expresa de manera independiente a la presencia de estas
morbilidades (Ramirez & Sanchez 2014). La inflamacién cronica y el aumento de la
infiltracion de células proinflamatorias sobre todo en tejido adiposo favorece la
aparicion de resistencia a la insulina, los neutréfilos son capaces de segregar
proteasas como la elastasa neutrofilica y proteinasa, A1AT participa en la inhibicion
de estas 2 proteinas, por lo que la subexpresion de AL1AT puede estar asociada a
la resistencia a la insulina (Mansuy-Aubert et al., 2013 Toonen et al., 2016). Se ha
demostrado que la elastasa neutrofilica participa en la degradacion del sustrato de
receptor de insulina, por lo tanto, el desbalance entre esta proteina y su inhibidor la
A1AT resulta en una transduccién de sefal y respuesta atenuada a la insulina
(Talukdar et al., 2012). lo que concuerda con nuestros resultados obtenidos, en los
cuales, los niveles de expresién de la proteina se encuentran disminuidos con

respecto a la poblacion sin resistencia a la insulina.

La citocromo b5 reductasa 4 (CYB5R4) se encontr6 mayormente expresada en
nifios y adultos con resistencia a la insulina comparados con nifios y adultos sin
resistencia. CYB5R4 es una proteina soluble de la familia de las flavo-
hemoproteinas que se localiza en el reticulo endoplasmatico y tiene actividad
reductora sobre diversos sustratos como citocromo C, ferrocianuro vy
metahemoglobina (Zhu et al., 2004). Esta implicada en la via de respuesta al estrés

del reticulo endoplasmatico y juega un papel importante en el mantenimiento de las
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células beta pancreéticas posiblemente a través de la proteccion contra el exceso
de especies reactivas el oxigeno. El estrés del reticulo endoplasmaético inducido por
lipotoxicidad es uno de los mecanismos que puede inducir resistencia a la insulina
y la pérdida de células beta pancreéticas. Zhang y colaboradores en 2010 mostraron
que la funcién principal de la CYB5R4 es la proteccion de las células beta
pancreaticas a través de la desaturacion de acidos grasos saturados responsables
de generar el estrés del reticulo endoplasmatico y la subsecuente apoptosis (Zhang
et al., 2010). El estrés oxidativo generado por las especies reactivas del oxigeno
también contribuye a la generacion de estrés del reticulo endoplasmatico. La
formacion de enlaces disulfuro en las proteinas produce i6n superoxido, en las
células beta la generacion de superoxido endégeno debe ser mayor debido a los 3
enlaces disulfuro que se forman en la insulina. En vista de la localizaciéon de
CYB5R4 es probable que también tenga una funcion enzimética en el

mantenimiento del estado redox del reticulo endoplasmatico (Xie et al., 2004).

Optineurina (OPTN) se encontré con mayor expresion en muestras de nifios sin
resistencia a insulina, en muestras de adultos se encontr6 mayormente expresada
en presencia de resistencia a la insulina. OPTN es una proteina adaptadora
homologa del modulador esencial de NFKB que se expresa en la mayoria de células
y tejidos que también se ha identificado recientemente como un receptor de
autofagia por dafio mitocondrial y agregados proteicos (Slowicka et al., 2016). Se
ha demostrado que la expresion de OPTN estd mediada por la activacion del
complejo NFkB inducida por TNF-a y lo regula de manera negativa, en resistencia
a la insulina diversas citocinas como IL-1 e IL-6 estan aumentadas y su activacion
es una de funciones de TNF-a, lo cual probablemente explique la sobreexpresion
de OPTN obtenida en individuos con resistencia a insulina (Zhu et al., 2007). De
manera similar, la sobreexpresion de OPTN favorecio la supervivencia de células
sometidas a estrés oxidativo, probablemente por la inhibicion de la liberacion de
citocromo C que es un mecanismo pro-apoptético derivado de las mitocondrias.
Incluso OPTN fue capaz de cambiar su localizacion subcelular al nacleo por lo que
podria regular directa o indirectamente su propia transcripcion (De Marco et al.,

2006). El estrés oxidativo esta relacionado con la resistencia a la insulina, esto
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también podria explicar la sobreexpresiéon de OPTN en las muestras de suero de

pacientes insulinorresistentes.

La proteina compafiero de mTOR insensible a la rapamicina (RICTOR) forma parte
del complejo mTORC2 y se ha demostrado que tiene un papel necesario para la
fosforilacion de AKT en serina 473 y treonina 308 que conlleva a su activacion
(Sarbassov et al., 2005). La produccion de especies reactivas de oxigeno por
hiperglucemia en células hepéticas, demuestra jugar un papel importante en la
incorrecta formacion del complejo mTORC2, el complejo desasociado reduce la
fosforilacion de AKT y resulta en la aparicion de hiperglucemia crénica, estrés
oxidativo y resistencia a la insulina de manera generalizada, ademas parece ser que
la expresion de RICTOR esta regulada de manera positiva por la proteina sirtuina 1
(SIRT1) implicada en el metabolismo de la glucosa (Wang et al., 2011). Incluso
parece que RICTOR desempefia un papel neuroprotector en la enfermedad de
Alzheimer, la cual también se ha asociado a la presencia de resistencia a la insulina,
al favorecer la supervivencia celular mediante la inhibicion de vias apoptéticas como

las caspasas (Lee et al., 2017).

La proteina con dominios de dedos de zinc 33B (ZNF33B) pertenece a la familia de
proteinas de unibn a DNA que probablemente participa en la regulacion
transcripcional. Debido a su funcion, la localizacion de esta proteina es en el ndcleo
celular, sin embargo, otros miembros de la superfamilia de proteinas con dedos de
zinc se han encontrado en el suero y se han correlacionado de manera positiva con
la adiposidad, indice HOMA, triglicéridos y valores de hemoglobina glucosilada.
Ademas, probablemente pueda tener un papel en el deterioro de la sefalizaciéon y
en la generacion de resistencia a la insulina, aunque los mecanismos no estan
dilucidados (Jia et al., 2014).

Fosfatidilinositol-4 cinasa alfa (P14K) es una cinasa lipidica que participa en la
generacion de fosfolipidos precursores del fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato
(P13,4,5P3) en la membrana celular (Bar-Lev et al., 2015). La generacion de
P13,4,5P3 es un punto clave en la transduccion de la sefial por insulina mediante la

via PI3K, PDK1 y AKT se unen en la membrana plasmaética a través de PI13,4,5P3,
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como resultado AKT se fosforila y activa, desasociandose de la membrana y
fosforilando diversos sustratos (Eyster, 2007). Uno de los resultados de la activacion
de AKT es la traslocacion de transportadores GLUT4 a la membrana favoreciendo
la entrada de glucosa a células blanco de la insulina. Aunque es posible que PI4K
no sea la Unica cinasa que participa en la generacién de precursores de P13,4,5P3
(Bulley et al., 2016), su disminucion probablemente esté implicada en la atenuacion

de la transduccion de la sefalizacion y generacion de resistencia a la insulina.

Componente 3 del complemento (C3) es una proteina plasmatica con un papel
central en la activacion del sistema del complemento. Se ha relacionado de manera
positiva los elevados niveles séricos de C3 con los componentes del sindrome
metabolico e incluso se ha propuesto como biomarcador sinérgico para la
resistencia a la insulina (Al-Domi & Al Haj Ahmad, 2017)

Vinculina es una proteina estructural que participa en la locomocion y es parte
importante de la morfologia celular. En presencia de diabetes esta proteina se ha
encontrado disminuida en su expresion (Yohannes et al., 2008). Diversas proteinas
gue tienen funcién estructural son secretadas de la célula en traumatismos y otras
situaciones de estrés que conducen a apoptosis, por esta razén pueden ser
detectadas en muestras de suero.

La resistencia a la insulina se considera como una condicién precedente para el
establecimiento de la diabetes mellitus tipo Il y su presencia se ha asociado en gran
medida a la obesidad, sin embargo, no hay reportes en los que se aborde un analisis
protedmico diferencial en suero de individuos insulino-resistentes en ausencia de
otras co-morbilidades como obesidad y diabetes, en este campo nuestro analisis
constituye el primer informe de expresion diferencial de proteinas en una poblacién
joven no diabética, con normo peso y con resistencia a la insulina comparados con

poblacién control que no presenta la condicion.
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Figura 8. Modelo propuesto de las proteinas identificadas y su funcion e interaccion con la resistencia
a lainsulina. Las acciones de la insulina estan reguladas por diversas proteinas en el espacio intracelular asi
como en el microambiente extracelular. La proteina alfa 1 antitripsina (A1AT) es una proteina soluble que en su
forma aberrante tiene accion proteolitica contra la insulina. De manera normal, A1AT inhibe la accién de la
elastasa neutrofilica que a su vez participa en la degradacion del sustrato de receptor de insulina (IRS-1) y
deteriora la transduccion de la sefial. La citocromo B5 reductasa 4 es otra proteina plasmatica que en el espacio
intracelular de las células pancreaticas tiene una funcion de proteccion contra lipotoxicidad y produccion de
especies reactivas de oxigeno. Optineurina (OPTN) juega un papel importante en la supervivencia celular a
través de la inhibicion de la liberacion de citocromo C inducida por estrés oxidativo, uno de los procesos
relacionados con el desarrollo de resistencia a la insulina. Componente 3 del complemento (C3) es otra proteina
plasmatica que se ha propuesto como marcador de resistencia a la insulina. Las proteinas compafiero de mTOR
insensible a rapamicina (RICTOR), fosfatidil 4 cinasa alfa (P14K), queratina tipo Il de citoesqueleto epidermal 2
(KRT2), vinculina (VCL), y proteina con dominios de dedos de zinc 33B (ZNF33B) son proteinas de localizacion
intracelular que participan en procesos como sefializacion, regulacién de la transcripcion o que forman parte de
la estructura celular, los mecanismos implicados pueden relacionarse indirectamente con la resistencia a la
insulina y su determinacién en suero probablemente sea producto del estrés celular u otros procesos derivados
de la condicion.
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VII.  CONCLUSION

Se identificaron 10 proteinas diferencialmente expresadas en suero de nifios y
adultos con y sin resistencia a la insulina. El analisis bioinformatico muestra que
estas proteinas parecen participar en procesos que se han relacionado con el
desarrollo de resistencia a la insulina, como el estrés de reticulo endoplasmatico, el
deterioro de la sefializaciéon de la insulina, e incluso, la fragmentacion de la insulina
por proteinas con actividad proteolitica, por lo que su expresion diferencial podria

estar relacionada con la presencia o ausencia de esta condicion.
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