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Resumen
Perfil protedmico de sueros de pacientes Mexicanos con Diabetes tipo 2 en
relacién con su indice de masa corporal.

La diabetes tipo 2 (DT2) es una crisis global de salud publica que amenaza la
economia de todas las naciones, en particular los paises en desarrollo. La
diabetes es un problema de salud importante porque incrementa el riesgo de
enfermedades cardiacas y complicaciones microvasculares como ceguera, falla
renal u neuropatia periférica. La DT2 es el producto de la interaccion entre
factores genéticos y ambientales. Algunos individuos son mas propensos a
desarrollar esta enfermedad que otros debido a diferencias en su fondo genético,
por ejemplo las personas con ascendencia indigeno-mesoamericana tienen el
doble de probabilidades que los individuos Europeos. La protedmica es una
poderosa herramienta que permitira descubrir biomarcadores relacionados a
diabetes que a su vez tengan conexién con variables como obesidad, etnicidad,
edad y género. Por esto, el objetivo del presente estudio fue analizar el perfil
protedmico de suero de pacientes Mexicanos con diabetes en relacion con su
indice de masa corporal. Los pacientes se agruparon de acuerdo a su indice de
masa corporal en las categorias: Normopeso, Sobrepeso, Obesidad |, Obesidad
[I/lIl'y un grupo control de voluntarios sanos. Se colectaron muestras de sangre de
todos los grupos y las proteinas abundantes de suero fueron removidas utilizando
columnas de afinidad MARS14. Las proteinas abundantes y no abundantes fueron
recolectadas para su marcaje con CyDye. Las proteinas fueron separadas en
geles de 24 cm, los cuales fueron escaneados y analizados con el programa
DeCyder 2D (v7.2). Las proteinas diferencialmente acumuladas fueron cortadas
del gel preparativo, digeridas para su analisis por LC-MS/MS e identificadas
utilizando la herramienta de busqueda MASCOT (v2.5). Se definieron clusters con
diferente comportamiento a través de los grupos de estudio y su tendencia fue
relacionada a una variante del estudio (proteinas relacionadas a diabetes,
obesidad o a ambas) Este estudio presenta evidencia de nuevas proteinas
relacionadas a diabetes en suero que no habian sido previamente reportadas por
el Proyecto de Proteoma de Diabetes Humano (HDPP), estas proteinas podrian
estar relacionadas con las diferencias por etnicidad entre poblacion Europea vy
Mexicana y representan candidatos a biomarcadores de la enfermedad.

Palabras clave: diabetes, obesidad, biomarcador, DIGE, suero, MAGPIX,
electroforesis 2D.
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Abstract
Serum proteomic profile of Mexican patients with Type-2 Diabetes

in relation to their body mass index.

Type 2 diabetes (T2D) is a global public health crisis that threatens the economies
of all nations, particularly developing countries. Diabetes is a major healthcare
problem because it increases the risk of heart disease, stroke, and microvascular
complications such as blindness, renal failure, and peripheral neuropathy. T2D is
the product of the interplay between genetic and environmental factors. Some
individuals may be more prone to develop type-2 diabetes, because differences in
the genetic backgrounds, for example individuals of mesoamerican-indigenous
ancestry have twice risk than those with European ancestry. Proteomics is a
powerful tool that will help to find biomarkers related to diabetes that might have a
connection with variables such as obesity, ethnic, age and gender. For this, the
aim of the present study was to analyze the serum proteomic profile of Mexican
patients with T2D grouped on their body mass index. Groups were defined
according to the Body Mass Index of each patient into five categories: Normal
weight, Overweight, Obese class |, Obese class IlI/lll and one control group formed
for healthy persons. Blood samples from all groups were collected under informed
consent. Abundant serum proteins were depleted using MARS14 affinity columns.
Abundant and non-abundant proteins were collected for labeling with Cy-
fluorescent dyes for DIGE. Proteins were separated on 24 cm gels and scanned
and analyzed with DeCyder 2D differential analysis software (v7.2). Differentially
accumulated protein spots were cut from preparative gels, digested for LC-MS/MS
analysis and identified using MASCOT (v2.5) search engine tool. Groups with
different behavior through the groups were defined and its tendency was related to
a variant on the study (Diabetes, Obesity or Diabetes-Obesity related protein). This
work presents evidence of new diabetic related proteins in serum that has not been
previously reported by the Human Diabetes Proteome Project (HDPP), those
proteins might be related to the ethnicity differences between European an
Mexican population and represent possible candidate biomarkers for the disease.

Keywords: diabetes, obesity, biomarker, DIGE, serum, MAGPIX, 2D
electrophoresis.



1. Introduccion

La protedmica ha tenido un impacto significativo sobre varias areas de la
investigacion clinica, mejorando nuestra comprension de la patogénesis de
algunas enfermedades, la identificacién de nuevos blancos terapéuticos para el
disefio de medicamentos y vacunas, asi como el descubrimiento de nuevos
biomarcadores para el diagndstico oportuno y la evaluacion de la progresion de
una enfermedad (Ray et al. 2011).

Los biomarcadores son biomoléculas que se utilizan para ayudar en el
seguimiento de la progresion de la enfermedad, estos deben ser faciimente
detectables y cuantificables en cualquier poblacion, y deben proporcionar
informacion util como la deteccion temprana de la enfermedad, la identificacion de
individuos de alto riesgo y el monitoreo de tratamientos farmacolégicos (Zhang et
al. 2013).

La determinacion de los cambios en la abundancia de las proteinas en
diferentes fluidos biolégicos es un enfoque prometedor para un diagndstico
temprano de la enfermedad y puede contribuir como una estrategia
complementaria a la histopatologia (Lopez et al. 2012). Aunque estos marcadores
pueden ser prometedores la cantidad de marcadores identificados que lleguen a
su aplicacion clinica real, aun es un asunto a discutir (Ray et al. 2011). El cuello de
botella en el desarrollo de biomarcadores se encuentra en reducir la lista de
candidatos para encontrar aquellos que tengan buen desempefio y que merezcan
el esfuerzo y el gasto para una validacion completa (Rifai et al. 2006).

El desarrollo eficiente de biomarcadores puede ser alcanzado mediante una
aproximacion por fases, las cuales progresivamente pasan desde un enfoque
centrado en la caracterizacion completa de las proteinas en una muestra mediante
espectrometria de masas hasta un enfoque centrado Unicamente sobre los
candidatos de interés mediante ensayos de alta sensibilidad como
inmunoensayos.

Esta aproximacion por fases inician con el "Descubrimiento” el cual es un
proceso semicuantitativo mediante el cual la expresion diferencial de proteinas
especificas entre un estado sano y uno enfermo se define por primera vez. Esta
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fase puede utilizar diferentes tipos de muestras provenientes de modelos de
ratones, lineas celulares o material biolégico humano y usualmente comprende un
enfoque simple con una comparacion entre muestras de la enfermedad y material
sano. El principal resultado que genera esta fase es una lista con las proteinas
diferenciales encontradas entre el estado normal y la enfermedad. Generalmente
esta lista contiene de 20 a cientos de candidatos (Parker et al. 2014).

Todas las demas fases se enfocan a mediciones cuantitativas dirigidas a un
blanco en particular. La segunda fase es la "Evaluacién" que sirve para confirmar
la expresion diferencial de un candidato. En esta etapa se utilizan métodos
alternativos mas especificos que ayuden a confirmar esta expresion diferencial en
muestras de plasma o suero humano, en caso de que el descubrimiento fuera en
otro fluido. En la fase de "Verificacion", se reintroduce la variabilidad,
cuidadosamente reducida en las fases anteriores, y el analisis se extiende a un
mayor numero de muestras de suero o plasma para poder evaluar las diferentes
condiciones que pueden generar variabilidad en la poblacion de prueba, por
ejemplo variacion genética, biolégica, ambiental, dieta, tratamiento edad (Rifai et
al. 2006).

Aquellos pocos candidatos a biomarcador que tienen una correcta
verificacién pasan a una "Validacion" en la cual el ensayo final (comunmente
inmunoensayo) es probado en miles de muestras que reflejen perfectamente la
variacion de la poblacién. La fase posterior implica la "Evaluacion clinica" para
traducir los resultados de la etapa pre-clinica hasta su aplicacion en el area clinica
en hospitales. En contraste con las fases previas, aqui se realizan estudios
prospectivos con sujetos recién diagnosticados. El principal objetivo de esta fase
es desarrollar hasta su forma final los ensayos para los biomarcadores cumpliendo
los requerimientos clinicos. Al final existe una fase que considera el "Control de la
enfermedad" que nos permite conocer el impacto del biomarcador identificando
dificultades de implementacion en practica y costos/beneficios (Surinova et al.
2010).

Algunos ejemplos de un desarrollo exitoso son la proteina de suero humana

CRP, comercializada por Dade Behring, para la predicciéon de enfermedades



cardiovasculares, la proteina troponina T, de la empresa Roche Diagnostics,
utilizada para evaluar dafo al miocardio, el péptido nutriurético cerebral (BNP)
utilizado para evaluar la severidad de una falla cardiaca (Parker et al. 2014), el
antigeno especifico prostatico Pro2PSA para diferenciar cancer prostatico de
tumores benignos, CA125 empleado en el diagndstico de cancer de ovario, el
receptor de estrégeno en pruebas para cancer de mama (Pusch et al. 2003) y un
ejemplo interesante es OVA1 que es una prueba de diagnostico descubierta por
protedmica que se basa en un panel de proteinas (Transtiretina, Apolipoproteina-
A1, Beta-2-Microglobulina, Transferrina y CA-125) que ayuda a la identificacion de
tumores malignos de ovario (Surinova et al. 2010).

El perfil de proteinas de sangre es uno de los analisis mas complejos del
proteoma humano, ya que el contenido de las proteinas varian en funcién de las
condiciones fisiolégicas y patoldgicas del individuo. La porcién liquida de la sangre
se conoce como plasma, y la eliminacion del fibrinbgeno y otros factores de
coagulacion da como resultado el suero. El suero es una muestra bioldgica ideal
que contiene un gran cantidad de informacion debido a la variedad de proteinas
liberadas por todos los tejidos y células como resultado de la secrecion o fugas,
algunas proteinas intracelulares también pueden ser liberadas durante la necrosis
0 apoptosis. Por estas razones el proteoma del suero ha ganado un interés
considerable para el descubrimiento de biomarcadores enfermedad ya que
proporciona una representacion del estado fisiopatolégico de un individuo y por el
hecho de que es una muestra poco invasiva y de relativamente facil acceso (Issaq
et al. 2007).

A pesar de estas ventajas, el analisis del proteoma del suero es complicado
debido a que presenta varios retos: a) el amplio rango dinamico de las proteinas,
b) el efecto de enmascaramiento que dificulta la busqueda de proteinas de baja
abundancia debido a la presencia de proteinas de alta abundancia, c) los niveles
altos de sales y otros compuestos que pueden interferir en el analisis y d) la gran
variabilidad entre individuos (Ray et al. 2011, Rdcken et al. 2004).

Trabajar con humanos se considera como un caso de alta heterogeneidad

con importantes variables bioldgicas que dificultan el descubrimiento y el



establecimiento del "estandar de oro" en los biomarcadores de suero que se
pueden aplicar a toda la poblacion en general (Parker et al. 2014).

Una estrategia que facilita el trabajo de sueros en la etapa de descubrimiento de
biomarcadores es trabajar con mezclas de sueros, ya que de esta forma se reduce
la variacion entre individuos, esta alternativa es recomendada cuando el interés de
un estudio se enfoca a cambios en toda una poblacion, para casos particulares por
paciente se debe analizar su caso individual en fases avanzadas del desarrollo de
marcadores (Diz et al. 2009). Mezclas homogéneas minimizan las diferencias
individuales en la concentracion de proteinas y en abundancia relativa de
proteinas, resaltando los cambios debidos al estado fisiopatolégico (Sadiq et al.
2008). Esta estrategia es una opcion viable debido a que los procedimientos de
protedmica, como geles 2D, son largos y es técnicamente limitante pensar en
realizar estas técnicas para cada individuo de un estudio (Diz et al. 2009).

La identificacion de biomarcadores de proteinas es util para la deteccion
temprana de diversas enfermedades mortales como el cancer, enfermedades
autoinmunes y enfermedades metabdlicas que tiene un impacto significativo en la
salud humana (Byrne et al. 2009). Generalmente, los trastornos metabdlicos
ocurren cuando procesos ordinarios se ven interrumpidos si algun 6rgano como el
intestino, higado, pancreas o tejido adiposos, se enferma o no funciona
adecuadamente (Di Girolamo et al. 2012).

Segun la OMS, la prevalencia de los trastornos metabdlicos, especialmente
la diabetes, esta incrementando en todo el mundo, llevando a un aumento del
riesgo de complicaciones cardiovasculares, que representa una de las principales
causas de muerte en el mundo. La diabetes mellitus es una alteracion metabdlica
de multiples etiologias caracterizada por hiperglucemia cronica con alteraciones
en el metabolismo de proteinas, grasas y carbohidratos; resulta de un defecto en
la secrecion de la insulina por las células B pancreatica, disfuncion en su accion o
ambas. En el mundo hay mas de 347 millones de personas con diabetes. La OMS
considera que junto con la obesidad podria alcanzar proporciones epidémicas y

causa 4.6 millones de muertes por afio 0 su equivalente una muerte cada siete



segundos. En México, se ha estimado que 10.6 millones de personas sufren de
diabetes y sus complicaciones (Pérez-Fuentes et al. 2014).

La diabetes tipo 2 (DMT2) es la forma mas comun de la enfermedad (90% de
la poblacion diabética), esta influenciada por factores como: estilo de vida, edad,
embarazo, obesidad y tiene un fuerte componente genético. Este padecimiento
incrementa el riesgo de enfermedades cardiacas, infartos y complicaciones
microvasculares como ceguera, falla renal (nefropatia diabética) y neuropatia
periférica (Ashcroft et al. 2012).

Se ha visto que individuos con ascendencia nativa mesoamericana son 2
veces mas susceptibles a ser diagnosticados con DMT2 que los individuos con
ascendencia Europea. Posiblemente debido a la gran variacién en el fondo
genético derivado de la mezcla de los grupos indigenas Mexicanos, los Europeos
y Africanos del oeste (contribucion 65, 30 y 5% respectivamente) (Ascencio-
Montiel et al. 2013, Barquera et al. 2013). Estudiar el proteoma de esta poblacién
puede permitir identificar las proteinas que favorecen estad predisposicion por
etnicidad. Por lo anterior el objetivo de este estudio fue obtener el perfil protedmico
de suero de pacientes mexicanos diagnosticados con DMT2 con diferentes indices
de masa corporal como fase de descubrimiento de biomarcadores de la
enfermedad y como estrategia de evaluacién de proteinas que varian por la

existencia de obesidad como enfermedad relacionada a diabetes.



2. Materiales y métodos
2.1.Criterios de inclusién y obtencién de muestras

Se reclutaron en el estudio, bajo la aprobacion de la clinica Pedro Barcena Hiriart-
ISSSTE-SLP, pacientes mexicanos con diabetes, tanto hombres como muijeres,
quienes tenian al menos 5 afnos de haber sido diagnosticados con la enfermedad,
que consumian hipoglucemiantes orales y que no presentaran problemas
hepaticos, renales o cardiovasculares, ni empleaban insulina. Se incluyeron
también muestras colectadas en la misma clinica de voluntarios sanos que
accedieron a participar en el estudio y que tuvieran valores normales de glucosa y

tuvieran normpopeso.

2.2.Toma de muestra de sangre
Se colectaron muestras de sangre (bajo consentimiento informado) en tubos sin
ningun anticoagulante y se separé el suero mediante centrifugacion a 300 xg por
20 min y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis. Los individuos en el estudio
se subdividieron de acuerdo a su indice de masa corporal en cuatro categorias:
Normopeso (NP), Sobrepeso (SP), Obesidad | (Ob 1) y Obesidad /Il (Ob 11/111);
también fue incluido un grupo control de voluntarios sanos, algunas caracteristicas
antropométricas se presentan en la Tabla 1. Para el estudio del perfil de proteinas
se generaron mezclas de suero para cada uno de los grupos mencionados las

cuales se usaron en todas las pruebas.

2.3.Cuantificacion de péptidos relacionados a diabetes
Se realizd una cuantificacion multiple para detectar las concentraciones de
algunos péptidos que se encuentran relacionados con Diabetes (Péptido C,
Ghrelina, Polipéptido inhibidor gastrico (GIP), Péptido tipo glucagon 1 (GLP-1),
Insulina, Leptina, inhibidor del activador de plasmindgeno (PAI-1), Resistina y
Visfatina) utilizando una prueba optimizada para muestras de suero BIOP-PLEX
Pro Diabetes Assays (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) en el lector multiple Bio-Plex
MAGPIX (Bio-Rad). Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y

analizadas el mismo dia para minimizar la variacién. El proveedor incluyé



controles que fueron utilizados para seguir la variacion entre corrida y las curvas
de calibracién, presentando coeficientes de variacion menores al 10% y para

poder determinar la concentracion de los péptidos en pg/mL.

Tabla 1. Caracteristicas generales del grupo control y los grupos de pacientes con

diabetes.

Grupo n Edad Mujeres/ Proteina total

(afos) Hombres (mg/mL)
Control 23| 39.1+10.6 10/13 73.8+0.9
Diabéticos 15| 626177 10/5 674149
Normopeso
Diabéticos 22| 56.0+£5.9 12/10 73.7+3.3
Sobrepeso
Diabéticos 13| 571179 7/6 66.6 + 0.4
Obesidad |
Diabéticos 12| 595+7.6 11/2 64.6+ 2.0
Obesidad Il/lI

2.4.Ensayo de actividad de la Dipeptidil peptidasa IV

La actividad de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) se analizd por triplicado
para cada uno de los grupos de trabajo. Se utilizé un ensayo de monitoreo
continuo en lector de microplaca a 405 nm por 3 h con lecturas cada 3 min a una
temperatura fija de 25°C. Para el ensayo se mezclaron en cada pozo 5 uL de
suero con 45 pL de buffer de prueba (Tris-HCI 10 mM, pH 7.6) y 50 uL del sustrato
a una concentracion Gly-Pro-p-nitroanilide tosylate 1 mM (Gly-Pro-PNA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). La actividad de la enzima fue calculada a 30 min y
expresada en nmol/mL/min (U/L) de Gly-Pro-PNA hidrolizado.

2.5.Fraccionamiento y preparaciéon de las muestras
Se realizé6 un fraccionamiento del suero empleando el sistema de remocién
multiple por afinidad en Columna MARS Hu-14 4.6 mm x 100 mm (Agilent
Technologies, San Diego, CA, EUA), el cual selectivamente remueve en un solo
paso las 14 proteinas mas abundantes de suero (albumina, 1gG, antitripsina, IgA,
transferrina, haptoglobina, fibrindgeno, alfa2-macroglobulina, alfa1-glicoproteina

acida, IgM, apolipoproteina Al y Alll, factor C3 del complemento y transtiretina).
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Las muestras fueron procesadas de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Para cada muestra, se colecto la fraccion con las proteinas abundantes
de suero (E14) y la fraccidon enriquecida en las proteinas menos abundantes
(FT14). La muestra se concentré utilizando concentradores con PM de corte de
5000 Da (Agilent Technologies, San Diego, CA, EUA) y se intercambiando el
buffer por Tris-HCI 10 mM pH 7.4 suplementado con el coctel inhibidor de
proteasas Complete (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). La
concentracion de proteina fue determinada mediante el método de Bradford

(Protein Assay, Bio-Rad) utilizando BSA como estandar.

2.6.Marcaje de las proteinas y electroforesis diferencial en geles 2D
(DIGE)

El perfil protedmico de las fracciones FT14 y E14 de sueros se generd utilizando la
técnica DIGE incluyendo por gel muestra del estandar interno, del grupo control y
de los pacientes con diabetes, empleando 50 ug de proteina respectivamente,
para un marcaje minimo con cada colorante Cy2, 3 y 5 (CyDye DIGE Fluors, GE
Healthcare). Cada CyDye fue reconstituido en DMF anhidro y combinado con las
muestras en una relacion de 400 pmol de CyDye por cada 50 ug de proteina. El
marcaje se realizé en hielo por 35 min en la oscuridad y la reaccién fue detenida
por incubacién con 1 pyL de Lisina 10 mM en hielo por 10 min en la oscuridad. El
estandar interno correspondié a una mezcla a partes iguales de cada una de las
muestras en el estudio, esto con la finalidad de poder realizar comparaciones
entre imagenes provenientes de diferentes geles.

Las proteinas marcadas (estandar, control y pacientes) fueron combinadas
de acuerdo a la informacion presentada en la Tabla 2. Adicionalmente 1 mg de
proteina sin marcar del estandar interno fue procesada por separado mediante
electroforesis 2D como gel preparativo tefido con Coomassie Blue para fines de
identificacion. Para el caso de la fraccion FT14 se realizé un isoelectroenfoque en
tiras de 24 cm con gradiente lineal de pH 4-7 (ReadyStrip IPG Strip, Bio-Rad) y
para la fraccion E14 se utilizaron tiras de 13 cm con gradiente lineal de pH 4-7

Immobiline DryStryp (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Una vez enfocadas, las



tiras fueron equilibradas en buffer con Tris-HCI 50 mM, Urea 6M, 30% de Glicerol
y 2% de SDS para mantener el estado reducido de las proteinas. La separacion en
segunda dimension se realizd en geles SDS-PAGE al 12% de poliacrilamida
empleando el sistema Ettan DALTsix. Los geles resultantes fueron escaneados y
las imagenes fueron cargadas en el software DecyDer v7.2 (GE-Healthcare,

Uppsala, Suecia).

Tabla 2. Combinaciones de muestras empleada para cada gel 2D en las
diferentes fracciones de proteinas.

Gel Cy2 Cy3 Cy5
Gel 1 Estandar Interno | Diabéticos Normopeso Control
Gel 2 Estandar Interno Control Diabéticos Obesidad Il/IlI
Gel 3 Estandar Interno Diabéticos Obesidad | Diabéticos Sobrepeso
Gel 4 Estandar Interno Control Diabéticos Obesidad |
Gel 5 Estandar Interno Diabéticos Sobrepeso Control
Gel 6 Estandar Interno | Diabéticos Obesidad Il/lIll | Diabéticos Normopeso

2.7.Espectrometria de masas (MS)
Las proteinas diferenciales identificadas entre los grupos de estudio fueron
escindidas del gel preparativo. Las manchas de proteinas fueron destefidas,
reducidas y alquiladas y digeridas con tripsina para la posterior identificacién de
los péptidos generados. Los péptidos se separaron mediante cromatografia liquida
de ultra presion (UPLC Nano-Aquity, Waters, Milford, MA, EUA) y se sometieron a
una ionizacion por electrospray para su analisis en un espectrometro de masas

(ESI-QUAD-TOF) para obtener la masa carga de cada péptido.

2.8. Analisis estadisticos y bioinformaticos
Los analisis de la cuantificacion de péptidos relevantes en diabetes se realizé por
triplicado, los valores fueron expresados como el promedio + la desviacion
estandar. Diferencias significativas entre los grupos con diabetes vs el control

fueron determinadas utilizando analisis de varianza de una via (ANOVA) y para




cada caso en particular se empleo una prueba t de student. Los resultados fueron
considerados significativos si el valor de p<0.05. El programa utilizado para las
comparaciones estadisticas fue GraphPad Prism 6.0.

Los datos obtenidos por MS se utilizaron para identificar las proteinas con
ayuda del servidor MASCOT (Matrix Science v2.5). La busqueda se realizo contra
la base de datos de humano en SwissProt ingresando los valores de m/z
obtenidos por MS empleando los siguientes parametros: Masa de la proteina: Sin
restriccion; Numero maximo de cortes no realizados: 1; Modificaciones fijas:
Carbamidometilacién (C); Modificaciones fijas: Oxidacion (M); Tolerancia de la
masa de los péptidos: £10 ppm; Tolerancia de la masa de los fragmentos: +0.05
Da y £0.1 Da para la fraccion E14 y FT14 respectivamente. La tolerancia en las
proteinas poco abundantes se incrementd debido a la menor intensidad de las
manchas y de esta forma se favorece la identificacidon. Las identificaciones fueron
consideradas significativas si el registro tenia una puntuaciéon (score) mayor al
definido, a una p<0.05, para considerar que la probabilidad de que el alineamiento
observado sea un evento al azar.

Se utilizé el programa DeCyder 2D v7.2 (GE Healthcare) para los analisis
de variacién biologica (BVA) donde se compara la abundancia relativa de las
proteina en los geles, asi como el analisis extendido de datos (EDA) para la
generacion de grupos con patrones similares de regulacion en las diferentes
muestras. Las diferencias significativa en la cantidad de proteina fue determinada
mediante ANOVA y de manera individual mediante una prueba de comparacion
multiple ambas pruebas incluidas en el paquete estadistico del programa. Se
considerd que existia una abundancia diferencial significativa si el valor de p<0.05
para la fraccion FT14 y p<0.01 para la fraccion E14. El valor de p es menor para
fraccién E14 para compensar la mayor variabilidad en los geles.

Adicionalmente las proteinas identificadas fueron clasificadas en diferentes
categorias de acuerdo a su funciéon molecular y al proceso biolégico en el cual
participan de acuerdo a la informacion contenida en Gene Ontology
(http://www.geneontology.ord/).
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3. Resultados y discusion
3.1.Cuantificaciéon de péptidos relevantes en la diabetes tipo Il mediante
un sistema de detecciéon multiple

La técnica MAGPIX es un sistema exacto y valido para la deteccion de multiples
marcadores en una sola medicion, permitiendo detectar hasta 50 moléculas en un
volumen muy pequeno de muestra (Albrecht et al. 2013), en nuestro caso se utilizd
para analizar los cambios de diez marcadores relacionados a la DT2 en pacientes.
Adicionalmente para complementar la informacion de las marcadores
cuantificados, se determin6 la actividad de la enzima dipeptidil peptidasa IV
(DPPIV) en las muestras de suero. La Tabla 3 presenta el resumen de los
resultados obtenidos.

Las hormonas incretinas, GIP y GLP-1, son secretadas por el intestino
delgado en respuesta a la ingesta de alimentos y actuan sobre receptores
especificos en las células B pancreaticas estimulando la secrecién de insulina
dependiente de glucosa. GIP promueve formacion de hueso, induce saciedad y
estimula incorporacion de acidos grasos. GLP-1 es un factor importante en la
homeostasis de glucosa, inhibe la secrecion de glucagdn, reduce el vaciado
gastrico y favorece la saciedad (Drucker et al. 2006). Para el caso de las incretinas
se esperaba que existieran valores menores a los que presenta el grupo control
pues se sabe que la enzima encargada de su degradacion, la dipeptidil peptidasa
IV (DPPIV) tiene una actividad incrementada en pacientes con diabetes (Mannucci
et al. 2005), esta disminucién solo se observé para GIP en los grupos con
normopeso y obesidad | (NP y Ob I, respectivamente). Contradictoriamente en
algunos casos incluso existio un aumento para GIP y GLP-1 para los grupos de
Ob I/l y SP-Ob | respectivamente. Para conocer si este comportamiento se debia
a la enzima DPPIV se midié su actividad y se encontré que estaba reducida en los
grupos NP, SP y Ob Il/Ill; esto coincide con lo previamente reportado por Firneisz
y et al. (2010) quienes reportaron que los pacientes con diabetes tipo 2
presentaban valores reducidos de la actividad de DPPIV respecto a un grupo de

voluntarios sanos.
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Tabla 3. Concentraciones séricas de algunos péptidos y proteinas asociados a diabetes.

Péptido C 10217.85 + 175.98 8472.17 + 228.41 11728.15 + 289.81 12656.58 + 311.99 16711.35 + 284.10
p< 0.0001 p< 0.0001 p< 0.0001 p< 0.0001
Ghrelina 360.18 £ 7.12 393.23 % 11.78 552.61 * 12.63 329.79  11.92 287.14 £ 4.57
p=0.0006 p< 0.0001 p=0.0012 p< 0.0001
GIP 61.18 £ 2.44 45.88 + 0.51 59.10 £ 1.58 4310 1.15 94.01 + 4.08
p< 0.0001 p=0.1487 p< 0.0001 p< 0.0001
GLP-1 93.04 + 1.86 92.36 £ 3.87 139.54 + 2.73 98.93  5.22 92.02 £ 2.29
p> 0.7134 p< 0.0001 p=0.0477 p> 0.4581
Glucagén 66.77 £ 0.73 66.12 £ 0.92 122.07 * 2.87 68.35  1.45 70.98 £ 1.34
p= 0.2550 p< 0.0001 p=0.0618 p= 0.0002
Insulina 94.65 + 3.52 59.89 * 3.36 160.63 * 5.68 144.86 + 15.46 212.27 £ 9.68
p< 0.0001 p< 0.0001 p< 0.0001 p< 0.0001
Leptina 2505.40 £ 72.41 1717.80 + 37.88 2698.19 * 65.92 3987.64 + 108.18 6482.09  223.01
p< 0.0001 p=0.0023 p< 0.0001 p< 0.0001
PAI-1 8591.60 + 397.87 9104.49  127.06 12302.52 * 509.07 10149.56 + 221.81 12323.12 + 838.13
p=0.02715 p< 0.0001 p< 0.0001 p< 0.0001
Resistina 1471.48  45.20 1384.21 + 40.17 1664.51 * 69.73 1162.9 + 41.41 1722.82 * 47.79
p=0.0120 p= 0.0008 p< 0.0001 p< 0.0001
Visfatina 882.49 + 37.29 874.95 + 12.58 2190.24 * 54.21 950.26 * 25.07 1798.79 * 62.42
p> 0.6805 p< 0.0001 p=0.0097 p< 0.0001
DPPIV 34.93+1.44 26.92* 1.67 29.91%0.26 33.75 £ 1.27 30.68 £ 1.18
p=0.0033 p= 0.0040 p= 0.3463 p=0.0166

GIP= Polipéptido inhibidor gastrico; GLP-1= Péptido tipo glucagén 1; PAI-1= Inhibidor del activador de
plasminégeno DPPIV= Dipeptidil peptidasa IV. Promedio de tres replicas * DE. En negritas se marcan aquellos
casos donde hay una diferencia significativa respecto al control.
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No existié correlacidon entre la concentracion de incretinas y el grado de
obesidad ni con la actividad de DPPIV, reforzando la idea de que la medicion de la
actividad de DPPIV en plasma no necesariamente refleja el grado de degradacion
de las hormonas incretinas in vivo (Gunnarsson et al. 2009).

El péptido C cuenta con 31 aminoacidos y conecta las cadenas Ay B de la
insulina en la molécula de proinsulina. Su concentracion generalmente
correlaciona con los niveles de insulina en sangre y se ha considerado que puede
ser un péptido bioactivo con funciones enddcrinas (Landreh et al. 2013). En este
estudio se observaron diferencias significativas en los niveles de péptido C,
encontrandose concentraciones menores en los pacientes con NP y valores
mayores en el resto de los grupos, esto correlaciona con los valores observados
para la insulina donde se observd el mismo comportamiento. En este estudio el
incremento en ambas moléculas es un proceso que no necesariamente es
mediado por incretinas pues estas no se encontraron incrementadas.

El glucagdn es un polipéptido de 29 aminoacidos, es la hormona que actua
de manera antagonica a la insulina, es secretado cuando la concentracion de
glucosa en plasma es baja, actua como el regulador clave del metabolismo en
condiciones de ayuno (Wilcox et al. 2005). Encontramos un incremento
significativo en la concentracion glucagén en los grupos SP y Ob Il/lll, el cual no
se relaciona con la concentracion de GLP-1, pues esta hormona no presento
disminucién en su concentracion respecto al control. Al igual que insulina el
aumento observado en este estudio para glucagén podria ser independiente de la
accioén de las incretinas.

La leptina puede funcionar como parte de una via de senalizacion que actua
en la regulacion del tamano de los depodsitos de grasa, actua directa o
indirectamente en el sistema nervioso central para inhibir la ingesta de alimentos y
regular el gasto energético como parte de un mecanismo de homeostasis para
mantener la masa adiposa (Ma et al. 2015). La ghrelina se une a la leptina y juntas
activan a la serin/treonin proteina quinasa RAC-alfa (AKT1), regulando muchos
procesos incluidos el metabolismo, la proliferaciéon, la supervivencia celular, el

crecimiento y la angiogénesis (Goetze et al. 2002). La Leptina y AKT actuan sobre
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la Resistina, hormona que suprime la habilidad de la insulina para estimular la
captaciéon de glucosa en adipocitos, lo cual representa una posible conexion entre
obesidad y diabetes (Steppan et al. 2001). Los niveles de Ghrelina y Resistina
presentaron comportamientos muy variables en los diferentes grupos, es posible
que existan otros factores diferentes a diabetes y obesidad que hagan variar
drasticamente sus concentraciones. Por ejemplo, se ha visto que los niveles de
resistina, que incrementan en pacientes con DT2, dependen de la edad y la
regulacion nutricional (Gharibeh et al. 2010). Pero para el caso de la leptina si se
observo un incremento significativo proporcional al grado de obesidad.

La Resistina induce la expresion de la Serpina E1, que es un inhibidor de las
serin proteasas que actua como blanco para el activador de plasmindgeno tisular
que en conjunto con el factor activador de plasminégeno, el inhibidor del activador
del plasmindgeno (PAI-1), la vitronectina y la uroquinasa del activador del
plasminégeno actuan en el principal punto de control en la regulacion de la
fibrindlisis (lkeda et al. 2014). PAI-1 es una glicoproteina que puede tener un papel
importante en patologias del sistema inmune y en la respuesta inflamatoria. Es un
importante inhibidor del sistema de fibrindlisis, por lo que niveles elevados de PAI-
1 podrian suprimir el proceso de degradacion, resultando en un incremento en el
riesgo de trombosis (Juhan et al. 1991). Se encontraron valores incrementados de
esta molécula en los grupos con diabetes.

Para el caso de la visfatina, es considerada como una adipocina que actua
como una citocina proinflamatoria capaz de inducir TNF-a e IL-6 (Luk et al. 2008).
En este estudio los niveles de Visfatina estuvieron elevados en los grupos SP, Ob
'y Ob II/lll de pacientes con diabetes, esto coincide con lo reportado por Brown
(2010) que menciona que los niveles circulantes de esta molécula son elevados en
obesidad, DT2 y enfermedades aterotrombdticas y sugiere a esta proteina como
un prometedor blanco terapéutico en enfermedades cardiovasculares relacionados
al metabolismo, ya que puede directamente incrementar la secrecion de insulina

en las células (3.
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3.2.Perfil proteémico de las fracciones de proteinas abundantes y poco
abundantes de suero

La protedmica clinica se ha beneficiado de las diversas técnicas de
fraccionamiento y de las metodologias de deteccion, que evolucionan para
manejar la complejidad y el rango dinamico de concentraciones de proteina en
muestras de suero.

Las técnicas de fraccionamiento en fase sdélida para extraer un grupo
particular de proteinas puede realizarse con diferentes estrategias de remocién
como: uniodn ligandos-colorantes, uniones por anticuerpos, por quelacion de metal-
ligando y por intercambio iénico (Chromy et al. 2004).

Al aplicar estas metodologias, por ejemplo utilizando anticuerpos contra las
proteinas abundantes de suero, existe la posibilidad de eliminar pocas de las
proteinas de baja abundancia junto con la proteinas abundantes debido a una
captura no especifica, esto podria resultar en la pérdida de informacién
potencialmente importante, incluyendo posibles biomarcadores (Lopez-Villar et al.
2015) por esta razon se decidié analizar ambas fracciones para conocer el
panorama completo de un los pacientes con DT2.

El abordaje protedmico inicial para separar, comparar y detectar cambios en
los niveles proteinas (biomarcadores) y obtener los patrones de expresién que
estan relacionados con la enfermedad es la electroforesis en gel de dos
dimensiones (2-DE) seguido de la identificacién de proteinas mediante MS. La
electroforesis 2D convencional permite la resolucion de entre 3000 a 10000
proteinas, tiene una sensibilidad que va del rango de micro a nanomolar y nos da
informacion sobre la cantidad relativa, solubilidad, masa molecular y punto
isoeléctrico (pl) de las proteinas (Byrne et al. 2009, Rocken et al. 2004).

Como resultado de los geles 2D, la eliminacién de las proteinas abundantes
en suero mejord la resolucion de dos maneras: permitié la visualizacién de las
proteinas que co-migran con las proteinas abundantes y mediante el aumento de
la carga de proteinas menos abundantes. En la Figura 1 se puede observar la
mejoria en la resolucién de la muestra tras el fraccionamiento de proteinas de

suero y se muestra como la cantidad de bandas (1D) y spots (2D) observados
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posterior al proceso de fraccionamiento incrementa con respecto al suero
completo, esta mejoria en el patron es consistente con lo reportado por Bjorhall et
al. (2005).

La electroforesis 2D convencional presenta problemas debido a la alta
variacion entre los geles por diferencias a causa de la corrida, la deteccion y
cuantificacion de proteinas. Por esta razén es necesario buscar variantes a la
técnica que mejoren la reproducibilidad y sensibilidad de la deteccion de las
proteinas. Una opcion es la electroforesis diferencial en geles 2D (DIGE) esta
variante de electroforesis 2D con marcaje fluorescente mejora la sensibilidad y
reduce la cantidad de muestra requerida (50 pg de proteina por muestra
comparado con las técnicas convencionales las cuales usan alrededor de 1 mg de
proteina por muestra) (Alban et al. 2003). En nuestro caso la reduccion de la
cantidad de muestra requerida fue muy conveniente por el tipo de muestra en
estudio pues la cantidad de proteinas poco abundantes de suero era limitante. Los
colorantes utilizados son espectralmente diferenciables por lo que las muestras
marcadas con diferente CyDye se pudieron correr en el mismo gel y ser
detectadas a diferentes longitudes de onda, gracias a esto la reproducibilidad se
vio mejorada y la comparacion fue mas sencilla ya que no existia el problema de

variacion en corrida para cada muestra.
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Figura 1. Comparacion de los perfiles electroforéticos de muestras de suero antes y después de la remocién de las catorce
proteinas mas abundantes. A. Perfil 1D mediante SDS-PAGE, se observa el marcador de peso molecular (1), suero completo (2),
fraccién abundante posterior a la separacion (3) y fraccion poco abundante (4). B. Perfiles 2D de suero completo y fracciones, para
el suero completo se utilizo 1 mg y tincion de Coomassie Blue y para las fracciones se emplearon 50 ug de muestra y marcaje DIGE.
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Por lo anterior se emplearon geles 2D-DIGE para las fracciones de
proteinas obtenidas tras la cromatografia de afinidad. La Figura 2 presenta el
patrén electroforético de las fracciones de proteinas de suero donde se observan
las diferencias de acumulacion entre los grupos con diabetes y el grupo control, la
imagen fusionada de las muestras que corrieron en el mismo gel nos permitié ver
de una manera mas clara las diferencias en la intensidad de un spot en particular,
pues este presenta un coloracién verde cuando la proteina esta enriquecida en el
control, un color rojo si se encuentra enriquecida en el grupo con diabetes y en

amarillos si la intensidad es igual en ambas condiciones.
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Figura 2. Imagen combinada del grupo control y los grupos de pacientes con diabetes tipo 2 de las proteinas poco
abundantes y las proteinas abundantes. En verde se observan las proteinas caracteristicas del grupo control, en rojo las
proteinas unicas en el grupo de pacientes diabéticos y en amarillo las proteinas presentes en ambas condiciones.
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3.3.Anadlisis de variacion biolégica de las proteinas de suero y analisis
extendido de datos

Para determinar la acumulacién diferencial de las proteinas entre los geles se
requiere un analisis para detectar, cuantificar y alinear las imagenes obtenidas.
Para hacer las comparaciones se empled el programa DeCyder 2D que esta
especificamente disefiado para los casos donde se usa el marcaje fluorescente
con CyDye. El programa estima la abundancia de una proteina en relacién a la
intensidad de pixeles en la imagen. Para poder comparar las imagenes
provenientes de diferentes geles, se realizd una normalizacion con respecto al
estandar interno incluido en cada gel, que corresponde a una mezcla a partes
iguales de las muestras en el estudio. Posterior a la normalizacion se pueden
comparar las abundancias relativas de una mancha entre los diferentes grupos
(Alban et al. 2003).

La seccion del programa para el analisis de variacion biologica (BVA) es la
que nos permitid alinear imagenes y realizar un analisis estadistico entre la
abundancia de las proteinas en los diferentes grupos. La Figura 3 muestra los
resultados en el modulo BVA para una mancha diferencial representativa del
estudio, se observa una diferencia entre los grupos con una tendencia de
incremento de la abundancia con respecto al indice de masa corporal. Para el
grupo control y los grupos que presentaban diabetes se realiz6 una prueba de
ANOVA de una via para el log de la abundancia (obtenido a partir de la intensidad
de los pixeles de una mancha). Se encontraron 57 proteinas diferenciales en la
fraccién de proteinas poco abundantes (p<0.05) y 56 proteinas diferencialmente
acumuladas en la fraccion abundante (p<0.01) las cuales fueron digeridas para su
analisis mediante MS. El valor p fue establecido en base a la variacion intergel de
acuerdo a la recomendacion del manual. En el caso de las proteinas poco
abundantes no se pudieron identificar las proteinas presentes en 13 de las
manchas cortadas y 8 de las abundantes, debido a que presentaban una
intensidad muy baja o porque no fue posible su identificacién pues no existian
alineamientos significativos de los péptidos contra la base de datos utilizada al

analizar resultados con MASCOT. En los anexos Tabla A1 y A2, se encuentran
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Figura 3. Mancha diferencial en proteinas poco abundantes observado en el analisis de variacion bioldgica. A. Vista de la imagen y
vista 3D mostrando la abundancia relativa de la mancha en el grupo problema (parte superior) comparado con el spot en el grupo
control (parte inferior). B. Representacion grafica en el programa de la tendencia de la abundancia de la mancha.

21



resumidas las identificaciones mediante MS para cada mancha, asi como los
resultados del analisis de variacion biolégica para las fracciones FT14 y E14.

Sin considerar las manchas en las cuales no hubo ningun alineamiento
significativo, se pudieron identificar proteinas en 92 manchas (44 poco abundantes
y 48 abundantes). Al analizar mediante MASCOT la informacién de esas manchas
se encontré que dentro de las identificaciones existian 64 proteinas diferentes.
Con la finalidad de obtener mas informacion sobre estas proteinas se realizé una
busqueda en Gene Ontology para conocer las diferentes categorias en las cuales
se pueden clasificar de acuerdo a su funcién molecular y su proceso bioldgico. Se
observo que las proteinas de acuerdo a su funcién molecular se distribuyen en las
categorias: actividad antioxidante, proteina de union, actividad -catalitica,
regulacion enzimatica, actividad de factor de transcripcion de unién a ADN,
actividad de receptor, funcion como molécula estructural y de transporte, y otras;
siendo aquellas con actividad metabdlica, regulacion enzimatica y union las mas
representadas (Figura 4A). De acuerdo al proceso bioldgico en el que participan
aquellas mayormente representadas son las categorias de proceso metabdlico,
regulacion bioldgica, respuesta a estimulos y procesos del sistema inmune, con un
17%, 14%, 11% y 11% respectivamente (Figura 4B).

Algunos proyectos como el "Human Diabetes Proteome Project" (HDPP) que
se desprende de la Organizaciéon HUPO (Human Proteome Organization) se han
dedicado a generar conocimiento en cambios celulares asociados a diabetes
mediante la unién de la informacion obtenida de fluidos humanos, 6rganos y
células de individuos sanos y diabéticos, asi como animales modelo de la
enfermedad. Su principal objetivo es obtener informacion comprensible sobre
mecanismo de la enfermedad e identificar proteinas e isoformas asociadas con la
patogénesis de diabetes, importantes para desarrollar mejores estrategias de
diagndsticos, terapias y prevencion (Topf et al. 2013). Gracias a estas iniciativas
en la actualidad existe una lista de 1379 proteinas, identificadas en diferentes
modelos mediante técnicas protedmicas, que presentan asociacion con diabetes.
Se comparo¢ la lista de las 64 proteinas diferentes identificadas en este estudio y

se encontr6 que 27 no habian sido reportadas por el HDPP.
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Figura 4. Clasificacién de las proteinas diferenciales. La grafica de pastel muestra la distribucién de acuerdo a A) funcién molecular
y B) proceso biolégico en el que participan las proteinas identificadas de acuerdo a Gene Ontology.

23



De estas proteinas una gran cantidad corresponde a glicoproteinas. Un
22.2% de las proteinas fueron identificadas en la fraccién E14 y el resto (88.8%)

corresponde a proteinas de la fraccion FT14.

3.4.Establecimiento del patrén de variacion y agrupamiento.

La idea que considera "una proteina-una enfermedad" no debe ser una regla
general para enfermedades complejas como cancer, diabetes u obesidad (Parker
et al. 2014). El descubrimiento de biomarcadores de suero ha sido exitoso, pero
aun se debe considerar que en algunos casos las proteinas individuales son
insuficientes para validar un diagndstico clinico, por lo que el siguiente paso en
es0s casos sera descubrir y utilizar diversos biomarcadores que tengan patrones
de regulacion similares, con lo cual se tendra un diagndstico mas valido incluso
antes de la aparicion de los sintomas. (Pusch et al. 2003).

Para evaluar patrones similares de regulacion y conocer la tendencia de las
proteinas diferenciales y su comportamiento en los diferentes grados de obesidad
se realizd un analisis extendido de datos (DEA). Este analisis de patron consiste
en la aplicacion de algoritmos que pueden ayudar a encontrar subgrupos de datos
(Clusters) en los patrones de abundancia de las proteinas diferenciales de cada
condicion de una manera mas sencilla. Los resultados del analisis de variacion
biolégica se procesaron para generar "Heat maps" de aquellas proteinas
diferencialmente acumuladas entre el grupo control y los grupos problema, al
mismo tiempo se realizd una agrupacion jerarquica de las proteinas con
comportamiento similar a través de los grupos, esto se presenta como un
cladograma el cual muestra contiguas las proteinas con patrones similares (Figura
5).
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Figura 5. Representacion grafica mediante "Heat map" de las proteinas diferencialmente acumulada en la fraccién de proteinas
poco abundantes y abundantes. Las columnas representan los diferentes grupos y las lineas cada una de las manchas diferenciales.
El incremento o disminucion de la abundancia de una mancha esta indicado en rojo y verde respectivamente en base a una escala
relativa (-0.3 a 0.3)
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En este punto se puede hace una estimacion aproximada del numero de
grupos de proteinas con la misma tendencia analizando el cladograma pero para
obtener un agrupamiento mas detallado es recomendable realizar un analisis de
particion, por ejemplo los mapas de auto organizacion (SOM) en los cuales las
proteinas que varian de una manera similar son clasificados en un numero
definido de clusters pero mantienen la topologia de la informacion, grupos con
perfiles similares se muestran contiguos. El Tabla A3, presenta los diferentes
grupos encontrados, asi como las proteinas identificadas por cluster, en el caso de
las proteinas menos abundantes se obtuvieron 12 grupos y para las abundantes
se obtuvieron 9 grupos. Estos clusters se definieron considerando que a ese
numero se encontraron los mejores valores de calidad del agrupamiento y grupos
mas homogéneos (en cuanto a cantidad de proteinas por grupo y en cuanto a
similitud entre las proteinas agrupadas juntas).

Analizando la tendencia que presentaron las proteinas en cada cluster en los
diferentes grupos de estudio se pudo definir si las proteinas estaban asociadas a
cierta variante del estudio. Las posibles variantes son: proteinas relacionadas a
diabetes y obesidad (donde todos los grupos con diabetes presentan un
incremento o disminucion significativo respecto al control y entre los grupos de
diabetes se observa un incremento/disminucion gradual proporcional al grado de
obesidad) proteinas relacionadas a diabetes pero sin relacion con el grado de
obesidad (todos los grupos con diabetes presentan un incremento o disminucion
significativa respecto al control sin observar incremento/disminucion gradual
respecto al grado de obesidad), proteinas relacionadas a obesidad pero sin
relacion a diabetes (no existe diferencia significativa entre el control y el grupo con
diabetes con normopeso pero si hay diferencia entre los grupos con sobrepeso y
obesidad respecto al control), proteinas con variacién puntual (aquellas en las que
no se puede definir una tendencia en particular pues uno o mas grupos con
diabetes presenta un comportamiento diferente al resto). La Figura 6 presenta un
resumen de las posibles tendencias observadas.

Se encontré que no todos los grupos presentan proteinas con un solo tipo de

tendencia, esto era mas comun en aquellos grupos donde el numero de proteinas
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en el cluster era alto. Las proteinas relacionadas a diabetes que presentaron
disminucién en su abundancia se ubicaron en el grupo 1 y en los grupos 1, 2y 3,
mientras que aquéllas que incrementan en condiciones diabéticas se ubicaron en
los grupos 7, 8,9, 10 y 11 y en los grupos 8 y 9 de las fracciones FT14 y E14
respectivamente. Las proteinas relacionadas a obesidad que presentaron un
incremento en su abundancia se encontraron en los grupos 2, 3y 4 (FT14) y
existieron algunos casos en el grupo 9 (E14); aquéllas que disminuyeron su
abundancia se encontraron en el grupo 10 (FT14) y algunos casos en el grupo 4 y
6 (E14). En el caso de aquellas proteinas relacionadas tanto a diabetes como a
obesidad y que incrementaron su abundancia se localizaron en los grupos 4 y 5
(FT14) y algunos casos en el grupo 9 (E14); algunos casos que disminuyeron se
ubicaron en el grupo 12 (FT14) y el grupo 4 (E14).

Tras analizar en que grupos se encontraban aquellas proteinas que no
estaban registradas en la lista del HDPP, se observo que todas se encuentran en
clusters relacionados a diabetes y diabetes con obesidad. Confirmando que
podrian servir como candidatos de marcadores para la enfermedad de pacientes

mexicanos.
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Figura 6. Tendencias observadas para diferentes manchas y su asociacion con variantes del estudio. Estas tendencias fueron
evaluadas dentro de los clusters generados para la clasificacion de las manchas incluidas. Las graficas fueron obtenidas en la
seccion de analisis de expresion diferencial dentro del andlisis extendido de datos. Donde Cirl: Control, NP: Normopeso, SP:
Sobrepeso, Obl: Obesidad | y Obll/Ill: Obesidad Il/III.
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Conclusiones

El sistema MAGPIX es una tecnologia de gran utilidad en el area clinica pues
permite la deteccién simultanea de un gran numero de moléculas. Representa una
técnica complementaria a la protedmica en particular a los estudios basados en
electroforesis 2-DE pues cuantifica moléculas de bajo peso molecular que son
dificiles de apreciar mediante SDS-PAGE convencional.

En cuanto al fraccionamiento de la muestra, la remocién de las proteinas
mas abundantes de suero mejora la calidad de los geles 2-DE incrementando la
capacidad de carga de las proteinas menos abundantes y favoreciendo su
visualizacion pues no existe enmascaramiento por co-migracién en el gel.

La técnica DIGE mejord la reproducibilidad en el analisis ya que se
eliminaron las variaciones por corrida pues la muestra control y la muestra
problema pueden correr en el mismo gel y pueden ser detectadas
diferencialmente. Incluir una mezcla a partes iguales de las muestras en el estudio
como estandar interno facilita la comparacion de proteinas entre diferentes geles
pues agiliza el proceso de alineamiento y adicionalmente incrementa la confianza
en las mediciones realizadas de la abundancia de una mancha ya estas se
obtienen por comparacién con la misma referencia. La disminucion en la cantidad
requerida de muestra por gel es una gran ventaja considerando que el tipo de
muestra en estudio, proteinas poco abundantes (alrededor del 4% de las proteinas
de suero), limita las técnicas de electroforesis 2-DE convencionales.

El analizar la fraccidon E14 de suero permitié identificar proteinas poco
abundantes que son removidas de manera no especifica al realizar la purificacion
por afinidad, es posible que estas proteinas sean acarreadas pues tienen
interaccion con aquellas de gran abundancia.

Subdividir los grupos con diabetes de acuerdo a su indice de masa corporal y
evaluar la tendencia de las manchas en cada grupo permiti6 conocer si una
proteina identificada esta relacionada uUnicamente a diabetes, solamente a
obesidad o a ambas situaciones.

La estrategia aqui reportada como fase de descubrimiento de biomarcadores

favorece la identificacion de nuevos candidatos que no habian sido reportados
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previamente dentro de las listas de proteinas asociadas a la enfermedad, es
posible que las proteinas reportadas puedan estar relacionados a las diferencias

de susceptibilidad a diabetes entre poblacién Mexicana y Europea.
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5. Anexos

Tabla A1. Proteinas diferenciales identificadas en la fraccidén de proteinas poco
abundantes de suero

Tabla A2. Proteinas diferenciales identificadas en la fraccion de proteinas
abundantes de suero

Tabla A3. Agrupamiento de manchas de acuerdo a su tendencia y proteinas
identificadas por cluster
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Tabla A1. Proteinas diferenciales identificadas en la fraccion de proteinas poco abundantes de suero
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— 53031 g oo e
Complement CFAI_HUMAN | 5% | 75 678.15/2 Gos| 02
factor] 4.82/ 8 uuu'l: <% - =
Histidine-rich HRG HUMAN | 5% | 21 670.2% 45615 5o o %
glycoprotein Boos| W
B 8
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http://201.117.193.190/mascot/cgi/master_results.pl?file=../data/20150416/F002057.dat#Hit1

32 [ Inter-alpha-trypsin | ITIH4 HUMAN [ 9% [ 327 | 651/ 00124 | 0557 | 0.0443 | 0.103 | 0.0288 | 4 02, . .
inhibitor heavy 103521
chain H4 g, S e
Alpha-2-HS- | FETUA HUMA | 5% | 108 | 543/ | 457 L
i 40098 | ¢ Joos] o
glycoprotein N 70348 s | ek
Kininogen-1 KNG1 HUMAN | 7% | 99 | 6.34/ 2 g
72996 Joosl _®
g. =]
33 B : _ B i 484/ | 00131 | 00222 | 0969 | 0979 | 0522 | & I
22719 g 0 W
Zo00s] Tt
& - B
Sooas) s
o -
ﬁ-u.z- -I-
S—D.E &
FE &6 3 E
5 5
34 Alpha-1- AACT HUMAN | 7% | 55 | 533 0016 | 0723 | 0112 | 0114 | 0527 |§ p
: : - 47792 § 03]
antichymotrypsin § 025 P
Leucine-rich | A2GL_ HUMAN | 2% | 34 | 645/ Tool o 7 o4
alpha-2- 38382 1 4 sy gosl g :
glycoprotein 63235 5 . .{:’}j,
g o g
E & 26 3 =
E 3
35 Clusterin CLUS HUMAN | 10 | 91 | 589 00162 | 00202 | 0223 | 0136 017 | B ,] »
|9 53031 50> A
0 S 0.2 ;
Complement | CFAL HUMAN | 3% | 76 | 7.72 2 015 i
factor | 68102 4.91/ £ 0.1
44308 0%
oo
E‘—U.E - -:I
I 85 2 B 3 =
z 3
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Hemopexin HEMO HUMA | 2% | 44 | 6.55/ 0.0162 0.0226 0.18 0.127 0.142 8
- N 52385 £ o
Zinc-alpha-2- | ZA2G_HUMAN | 4% | 27 352471%/5 %u.us e
glycoprotein 5 O g
Glutathione GPX3 HUMAN | 11 | 27 | 826/ Zoes|
: o 25765 = "
peroxidase 3 % I e s e s e e
Inter-alpha-trypsin | ITIH4 HUMAN | 1% | 24 1335512/1 5.09/ £S5 203 :
inhibitor heavy 35761 2
chain H4
Complement C4-A | CO4A HUMAN | 1% | 22 184625&
MAGUK p55 |MPP2 HUMAN | 1% | 20 | 632/
. 64882
subfamily member
2
Glutathione GPX3 HUMAN | 21 | 70 | 8.26/ 0.0157 | 0.0312 = 0.981 0117 | g°%®
: e 25765 g !
peroxidase 3 %o S0
Zinc-alpha-2- | ZA2G_HUMAN | 7% | 66 | 57U 32
lycoprotein 34465 | 5.0/ % o2
gly 33967 £ 02 P
© 03 R
Josl 2
- - - - - 419/ | 0.0201 0.853 | 0.0219 | 0.553 0194 |[E e
18744 g
N oo
L 01
Eoz{ U
E o2 #_ @
8 o] : ‘. —
Coiled-call CCD87 HUMA | 1% | 20 | 874/ | 622/ | 00196 | 5.38E-01 [ 8.39E-01 | 1.97E-01 [ 2.10E-02 | & °7] 3
) - - N 96741 | 75714 g 2%
domain-containing N 5 02 e .
protein 87 E o R T
goos|  ceid ’
5o ety
& _0.05 ‘:—-\_z
S 04 — —
3 =
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40 Angiotensinogen ANGT HUMAN 2% 69 5532(7)/6 0.0206 0.0537 1 0.146 0.17 %
E 0.15
Beta-2- APOH HUMAN | 2% | 53 | 834/ 5
: 39584 5 01
glycoprotein 1 6.36/ z
80795 Eu.us
g oolgr®
I
5 g
41 | Complement C4-A | CO4A HUMAN | 1% | 90 182162541 00218 | 0721 | 00828 | 0035 | 0703 | 5] ; }
< 0121 :
Leucine-rich | A2GL HUMAN | 2% | 61 | 645/ o] & &
38382 T 008 g & et @
alpha-z- 4.69/ g 0.06 ; 2o ““?”’
glycoprotein 58148 £ 004 JEAT T
Hemopexin HEMO HUMA | 2% | 59 | 655/ 20 e
N 52385 I —
5 8 £ B g =
5 8
Fat
42 Alpha-1B- A1BG HUMAN | 5% | 42 | 5.56/ 0.0221 | 0.0432 | 0.229 0773 | 00752 | = .
. - 47 S 01 5
glycoprotein S4790 §”-”5' B
Kininogen-1 KNG1 HUMAN | 9% | 30 | 634/ I
: 72996 | 541/ Eoos,
Inter-alpha-trypsin | ITIH4 HUMAN | 4% | 29 | 651/ | 78243 E _ -3
S 103521 a7 .+ s
inhibitor heavy 2015 "u
chain H4 T E S 5 2 =
= (=] =
5 8
43 - - - - - 521/ | 0.0238 0.99 0.0506 | 0.997 0997 |5 | 4. e
81786 Eo0s]| ¥ Pan.,
o) R e
5 02 O e
5-0.25 B
T 03
sos| %
E 85 £ 8 3z =
= 3
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44 Hemopexin HEMO HUMA | 4% | 47 562.22/5 0.024 0.0756 0.239 0.124 0.0594
N
Vitamin D-binding | VTDB_HUMAN | 3% | 43 | 540/
protein 4526 | 5 4g
Ceruloplasmin | CERU_HUMAN [ 1% | 26 | 544/ | 78108 el
122983 “Fog
E 5 2 6 3 =
I =]
45 | Complement C4-B | CO4B_HUMAN | 1% | 85 16.89/ 0.0265 | 0.818 0.422 0.246 00279 507 . s
94170 5 0.12 3
Hemopexin HEMO HUMA | 4% | 82 | 6.55/ col e
52385 Z 008 o8
N T 0.06 2
5.88/ gu.m- ;; %
97385 B0z
g o] ik
-0.02 |
Y7 - — _,"{:
158052
] (=]
46 Hemopexin HEMO HUMA | 4% | 97 | 655 | 452/ | 0.0273 | 0.0766 0.769 1 0.601 g 01 “
N 52385 | 42154 5 0.05 -8
N =
5-0.05 § +
I EE
E_uns- 1‘. +
in -0.2 G
Zo25/ : *l : :
E 526 3 =
5 =
47 Hemopexin HEMO HUMA | 8% | 119 | 6.55/ 0.0266 | 0.878 0.039 0.207 0179 | & 2] y
N 52385 e
= g0
Alpha-1- AACT HUMAN | 6% | 95 | 533 2 e
A : 47792 g 041 L4 RS
antichymotrypsin £ & %
i i 0 5.55/ EBoes|] #
Vitronectin VINC HUMAN | 2% | 58 555 | s enr £ 00 52- =
g Pl
Beta-2- APOH HUMAN| 17 | 51 | 834/ | 82262 Folgione
glycoprotein 1 % SRR IR
Kininogen-1 KNG1 HUMAN | 2% | 29 762'33/6 Z
Ceruloplasmin | CERU HUMAN | 2% | 21 | 544
- 122983

45




48 Hemopexin HEMO HUMA | 29% [ 43 | 655/ 0.0276 | 0.993 0329 [ 0.0513 | 0.143 | &
N 52385 ;
Complement | CFAB_ HUMAN | 1% | 33 | 867/ 3 L
86847 i :
factor B B
Plasma protease IC1 HUMAN | 2% | 27 | 6.09 g :.;_:*-
L - 55347 5.60/ - 3
C1 inhibitor 104638 2 '
Ceruloplasmin |CERU HUMAN | 1% | 24 | 544/ B T 2 o T 2
122983 E 5 = ©w g =
Lymphoid- LRMP_HUMAN | 1% | 19 | 562 £ =
: 62767
restricted
membrane protein
49 - - - - - 593/ | 0.0303 | 0.478 0.1 0.728 099 | »
71429 g DUZ-f' iy
§ 92 ® ’* 2
Hop1s] e .
R S
% 0051 P B
g ool
EE 2 5 3 E
= 8
50 - - - - - 595/ | 0.0338 | 0.809 | 0.0431 0.473 0.165 | & 03] e
77429 g 025 —é—
= 02 o
30.15- ,"" _,:ﬁti::'
8 o) L w3
Foos] ety
P of ¥
R
55 &8 3 =
E?'Pi =]
51 | Vitamin D-binding | VTDB_HUMAN | 4% | 43 554.451223 0.0359 | 0.559 0889 [ 00661 | 0103 | goz] 2
protein § = 5 ,0,;:%
Complement CFAI HUMAN | 6% | 25 62??2 E0.15 ]
factor | 5.89/ For|
Beta-2- APOH HUMAN | 4% | 21 | 834 70142 Boos| s
glycoprotein 3oolE
E 5 s & 8 =
5 g
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52 Alpha-2-HS- FETUA HUMA | 5% | 96 | 543/ 0036 [ 0848 | 0169 | 0149 | 0.0724 | g | . .
glycoprotein N 40098 o @,“L
Kininogen-1 KNG1 HUMAN | 7% | 86 | 6:34 E o S T

72996 4.62/ § f -
Inter-alpha-trypsin | ITIH4 HUMAN | 5% | 76 | 6.5V | 76184 Rl Bt B
inhibitor heavy 103521 5 0 +:f-:%
chain H4 I IEE
53 | Protein AMBP |AMBP_HUMAN | 2% | 49 | 595/ 00367 | 0986 | 00535 | 0.881 0991 | & o2 8 y .
- 39886 Bois| et -
Complement C4-A | CO4A HUMAN | 1% | 27 134625é1 2 1] ® ~
& 0.05 =
Inter-alpha-trypsin | ITIH4 HUMAN | 1% | 26 | 6.5V g
inhibitor heav 103521 5.60/ % 50|
n Ih i 4 y 39290 o g
chain R e
Pigment EDF HUMAN | 2% | 26 | 597/ : 8 £
epithelium-derived
factor
54 - - _ _ - 465/ | 00394 | 0517 | 0246 | 0638 | 0956 | & oz] »
19705 4 o) ‘
§ 0.1
E 0.05
E oo
a%%-u.us.- g
g 01
55 Complement CFAB_HUMAN | 3% | 94 5621/7 0.0409 1 0463 | 00795 | 0265 |8, e
factor B § 0.1- +
Ceruloplasmin | CERU HUMAN | 1% | 32 1 2-24;43 B " S
Coiled-coil CCD87 HUMA | 1% | 20 | 874 | 2% R IR
) . 96741 | 103274 oy :
domain-containing N e |
protein 87 = <% E—

Btandard -

Obl -

Qb
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56 | Inter-alpha-trypsin | ITIH4 HUMAN | 7% | 109 | 651/ 0.0451 0.18 0.76 0.0685 | 0.972 | Boye *
S - 103521 g0 ,
inhibitor heavy Eon] .
chain H4 50 Q
Alpha-2-HS- FETUA HUMA | 5% | 68 4%3343 . ol :‘,,+
glycoprotein N A 5 oot
Alpha-2- A2AP_HUMAN | 2% | 50 | 5387/ 2] —0
; : 54873 —
antiplasmin 2
Vitamin D-binding | VTIDB_HUMAN | 5% | 40 5542% =
protein
57 | Antithrombin-Ill | ANT3 HUMAN | 19 | 220 | 6-32 0.047 0.124 0.2 0.151 0.18 % 005
% 53025 § N
Kininogen-1 KNG1 HUMAN | 11 | 112 | 6:34/ 3008 .
— 72996 £,
% z = T
I} K
Vitronectin VTINC HUMAN [ 5% | 95 5.55/ G015
55069 0 N
Alpha-1- AACT HUMAN | 4% | 78 457-33/2 5.27/ EE 52 b oz oz
antichymotrypsin 77164 5 8
Ceruloplasmin |CERU HUMAN | 1% | 60 12;1;43
Hemopexin HEMO HUMA | 6% | 59 | 6.55
N 52385
Alpha-1B- A1BG HUMAN | 4% | 44 | 566/
54790

glycoprotein
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Tabla A2. Proteinas diferenciales identificadas en la fraccién de proteinas abundantes de suero

Spot Proteina N° de acceso Cobe | Score | pl/Masa | pl/Masa | ANOVA Ctrlvs NP | CtrlvsSP | Ctrlvs Ob | | Ctrlvs Ob Grafica
rtura Tedricos | Experim n/(m
1 Serum albumin ALBU HUMAN | 13% | 110 | 592/ 1.74E-08 | 0.0000011 | 5.3E-08 | 0.00275 1 3
71317 8 g 0
5-0.2- .
H 04 e
5.41/ s ¥
47673 & -06 1
E 5 & & z E
% i)
7 (=]
2 Dermcidin DCD HUMAN | 10% | 53 6.08/ 3.296-07 | 0.00781 | 3.11E-07 |0.0000231 | 0.00301 | &
11391 -
Haptoglobin HPT HUMAN | 15% | 41 | 613/ g
45861 &
: 4.62 E
Serum albumin | ALBU HUMAN | 5% | 22 | 582/ / 5 0 e
71317 | 43960 50 s
o -0.1 "
S S —
E 5 & & = =
Z% (=]
3 R R R R R 5.47E-07 | 0.0000039 | 8.92E-07 | 0.0000569 | 0.000808 | &
3 £
:
5.61/ :
40347 E 5 et
LR . * _
E 5 & & z E
E 2
4 Haptoglobin HPT HUMAN 9% | 112 | 613/ 8.75E-07 | 0.0000039 | 8.92E-07 | 0.0000056 | 0.000808 | g o1
45861 3 9 5 g0
g 0.0
2 o]
g
4.87/ E-0051
44703 =
& 0.1

=]
en

Ctrl
NP
sp

ohl]

SCALIE

Standard
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Serum albumin ALBU HUMAN [10% | 65 | 5.92/ 9.97€-06 | 0.000411 [ 0.0000017 [ 0.0000169 [ 0.0000166 | & 02| &
71317 1 T o )
=
Dermcidin DCD HUMAN | 10% | 30 | 608/ d g2
11391 B o4 NS
5.27/ % 16
48168 5 e
2 4 'g'
85 & 85 2 E
5 8
Haptoglobin HPT HUMAN | 6% | 70 | 6.13/ 1.01E-06 | 0.0000665 | 9.02E-07 | 0.00105 0031 |4 02y
45861 501
5 0.1
2 0.05 e 3
T 0
5-0.05
%-0.1
n-0.15 Y
Ef,._nz %
S_DE T T T T T T
25 & 8 5 S
st
e
_ _ _ _ - 1.56E-06 | 0.245 0.267 | 0.0000719 | 0.000006 | z 0.2
c 0.15
E 0.1
3 0.05
T 0
5.85/ S
12884 Eois
o )
o 0.2 *
S-DZE T T T T T T
T E o on Iz E
g - =z 0 5 =
& 5
B
Apolipoprotein A-l | APOA1 HUMAN [ 349% | 224 | 556/ 1.86-06 | 0.0000104 [ 0.0000131 | 0.0000149 [ 0.0000482 | & 2|
30759 LI
C-X-C motif CXCL2 HUMAN | 10% | 31 | 10.57/ g
: 11609 3 o
chemokine 537/ £
- 5 Z 01
Oncoprotein- OIT3 HUMAN | 1% | 23 | 534/ | 25000 e \
i d . 62206 5;_02 }
induced transcript 3 E i S
protein 5 &8 % z =
5 3
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Haptoglobin HPT HUMAN | 12% | 137 465.;36/1 2.32E-06 0.0000364 | 0.0000115 | 0.0000174 |
Serum albumin ALBU HUMAN | 1% | 27 5.92/ %
71317 |, og i
43800 g
2
?ﬁ (=]
lg alpha-1 chain C | IGHAL HUMAN [ 17% | 101 | 6.08/ 3.1E-06 0.0000503 | 0.000154 | 0368 | &
. 38486 E
region 5
Serum albumin ALBU HUMAN | 6% | 86 | 592/ E
71317 | 5.56/ i
Dermcidin DCD HUMAN | 10% | 44 | 6.08/ | 62222 =
11391 .
g £
(=]
g alpha-1 chain C | IGHAL HUMAN | 15% | 211 | 6.08/ 3.21E-06 0.000275 | 0.00114 | 0972 | & 45|
: 38486 .
region 50.01;_
Ig alpha-2 chain C | IGHA2 HUMAN | 12% | 110 | 592/ B 005 |
. 71317 | s5.56/ -
region 62222 5005 ]
Serum albumin ALBU HUMAN | 5% | 28 6.08/ ag. 01 .2
11391 3 : d
: 8
il
Serotransferrin TRFE_ HUMAN | 13% | 308 | 6.81/ 3.63E-06 0.00111 [ 0.0000114 | 0.000255 | & o 3
79294 :
2 0.05 P
Serum albumin | ALBU HUMAN | 1% | 67 | 592/ z F
71317 N
5.85/ g
49713 k005 ]
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Apolipoprotein A-l | APOAL HUMAN | 45% | 373 | 5.56/ 5.37E-06 | 0.0000079 | 0.0000973 | 0.000924 0.03 B 0.15 |
30759 7 E o1
gD,DE-
5.25/ £ o
25858 Soos{ % =
i 1
g -0 p 3
§ 3 5 3 &
= o
Ilg alpha-1 chain C | IGHAL HUMAN | 17% | 226 | 6.08/ 5.87E-06 | 0.000112 | 0.00019 | 0.000758 | 0.0271 | 2
i 38486 5§ 005
region s
Z o
Serum albumin ALBU HUMAN | 9% | 65 | 592/ E
71317 5.71/ B-0.05
Arf-GAP with SH3 domain, ASAP2 HUMAN 1% 26 6.24/ 60909 %%_01 g
ANK repeat and PH domain- 112835 g ~F
containing protein 2* = T o 8o = =
£ 5 = 9 & =
%’ =]
Ig alpha-1 chain C | IGHAL HUMAN | 19% | 127 | 6.08/ 1.39E-05 | 0.0000416 | 0.000342 | 0.00127 1 8 0.5
region 38486 £ o1
G
- S 0.05]
Ig alpha-2 chain C | IGHA2 HUMAN | 14% | 123 | 57 E
_ 37301 | 541/ g o]
region 63272 Boos| H.T
g-m— ‘“!- "
?E (=]
Serotransferrin TRFE HUMAN | 11% | 284 | 6.81/ 0.000018 | 0.0000196 | 0.00292 0.0811 0.335 y 0251 &
79294 & 02 5
. . 5 0.15 A
Ig mu chain Cregion | IGHM HUMAN | 6% | 47 | 635/ 2 o
: 49960 6.53/ S 0.05 ]
Serum albumin ALBU HUMAN [ 1% | 24 | 592/ | 94250 o
71317 Foos| ¥
3 o1 : ‘. : .. :
:E 5 £ & 5 %
?ﬁ [=]
Serum albumin ALBU HUMAN | 17% | 426 | 592/ 2.82E-05 | 0.000488 | 0.0000618 | 0.000325 | 0.00119 | & ©°3 »
71317 2 o2 E
§ 01 A-,;’ﬁ
5.76/ g of 4,
45800 5 o I
2 02 ‘x%
Eﬁ 5 £ & g %
%’ [=]

52




18 Serum albumin ALBU HUMAN | 19% | 434 | 5.92/ 3.66E-05 0.436 [ 0000715 [ 0.0008 [0.0000924 [ & ©2]
71317 E 01
2 0.05
E o
5.81/ E_n_un:. -,__?_
71842 %%_u_{g. :Q
= 0.2 | %
%% 8
19 Haptoglobin HPT HUMAN 6% | 122 | 6.13/ 4.02£-05 | 0.000335 [ 0.0000741 | 0.00765 | 0.00164 | &
45861 B
&
5.87/ 2 J
17902 Eoos] %
Eg-cm i_
%'E g
20 Serotransferrin TRFE HUMAN | 10% | 364 | 681/ 0 0 0 0 0 g 4] >
79294 ERREE 4
g 0.1 4 4
6.60/ éu.us-
2 0
91842 3 oon)
2
21 Haptoglobin HPT HUMAN 7% | 98 | 613/ 5.22€-05 | 0.00619 | 0.00132 |0.0000989 | 0.000496 | g °
45861 2 005
4.75/ %-0.05
46931 E .
E‘_U1E T _I T T T T
55°% 5 3 S
B ]
22 14-3-3 protein 1433B HUMAN | 4% | 98 | 4.76/ 5.47E-05 | 0.000967 | 0.000128 | 0.000416 | 0.00722 | & o=z
28179 £ 015
beta/alpha g oa
EU.UE
Haptoglobin HPT HUMAN | 12% | 74 | 613/ B
asge1 | 5% Z
43700 - T
Serum albumin ALBU HUMAN | 1% 22 5.92/ i =1 _i_
71317 3018 i

Stancard
Ctrl
NP ]

Ohbl

Qb1
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Ig alpha-1 chain C | IGHAL HUMAN | 11% | 95 36é288/6 6.338-05 | 0.00723 - 0.719 | 0.000301 | £ 4]
region 3 o]
Serum albumin ALBU HUMAN | 7% | 35 | 592/ | 5.9, 800
71317 g 0.1
61481 & .
0.15
i I |
EEEEE
?g (=]
Serotransferrin TRFE HUMAN [13% | 270 | 68V 6.49E-05 | 0.0000867 | 0.0143 | 0.000824 | 0.0144 | B °2|
79294 E ois
14-3-3 protein 1433B HUMAN | 4% | 28 4.76/ %cm
beta/alpha 28179 | 6.67/ € oos
P 88333 5 o
Booe .
g
Haptoglobin HPT HUMAN | 99 | 133 | 6.13/ 6.61E-05 | 000194 | 0.000829 [ 0.000338 | 0.000273 | & -
45861 & -
Z 005 i
5.13/ g 0
42850 Bo0s
fal ¥
E 5 & B = =
%‘ [=]
Serotransferrin TRFE HUMAN | 3% | 38 | 681/ 0.000127 | 0.983 0.0651 0353 | 0.000344 | B
79294 g
Serum albumin | ALBU HUMAN | 6% | 36 | 59/ :
LEEE VI £
Dermcidin DCD HUMAN | 10% | 26 | 608/ | 7o) £ e,
11391 2
5015 {—
EE 52 85 3 %
I3 =]
bl
Haptoglobin HPT HUMAN | 11% | 129 | 613/ 0.000132 | 0.000739 | 0.000293 0.13 00133 [ 8
45861 EU'U;
i,
5.47/ é-u.us
38092 g 2 e
321701 %“\4—
2 —
E 55 o3 o=
3 z
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prar
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s |2
c |3
E |2
S @
a -
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29

o HN =S = NN =)

§99 %

0.692

0.000255

0.0374

0.00017

5.34/
47600

5.92/
71317

302

17%

ALBU HUMAN

Serum albumin
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i ao g
b0 a0
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Ig lambda chain V-l | Lv102 HUMAN | 11% | 69 | 907/
) 12003
region HA
Ig kappa chain V-IIl | KV309 HUMAN | 7% | 36 | 485/
) 12681
region VG
(Fragment)
Ig lambda-2 chain C | LAC2 HUMAN |32% | 34 | 692/
) 11458
regions
Ig kappa chain V-IV | Kv401 HUMAN | 7% | 33 153-?;2
region (Fragment)
Transthyretin TTHY HUMAN | 33% | 180 | 5-52/ 0000293 | 000328 | 00534 | 00333 | 00853 | g0®
15991 g 04
go.us- 4
5.66/ T o ge
14844 2
# -0.05
3
Serum albumin ALBU HUMAN | 18% | 247 | 592/ 0.00037 | 00238 | 0.000486 | 0.00563 | 0.188 | B .| D
71317 = 015 g 2
Haptoglobin-related | HPTR HUMAN | 3% | 24 Seéiig 2l s
1 .g 04
protein 5.74/ £-0.05
43250 & -01
B 015 .
S 02 %‘ S
5 5§ S
13 ]
Serotransferrin TRFE HUMAN | 11% | 254 | 6.81/ 0.00042 | 0.000678 | 0.0488 0.566 0994 [ 8
79294 g
Ig mu chain C region | IGHM HUMAN [ 18% | 130 fé-’;zg 3
Serum albumin | ALBU HUMAN | 1% | 24 | 592/ | 647/ g
71317 | 92895 ;
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sp ]
ohl

[Standard
bl



36 Haptoglobin HPT _HUMAN 6% | 50 | 613/ 0.000457 | 0.0403 | 0.00073 0.148 0.00353 | o015
45861 € 01
50.05*
B0
587/ E—U.UE- v +
17146 [ R ) e
23—0.1- "
Soasdl t i —
R
?ﬁ (=]
37 | Serum albumin ALBU HUMAN | 10% | 212 | 592/ 0 1 0 0 0
71317 E 0.1
Otopetrin-3 OTOP3 HUMAN | 1% | 29 | 896/ o]
67222 5.90/ E ou
71842 E '
-0.2 T
g %
EE 5 2 5 3 S
g o
38 - - - - - 0 0 0 0 0 g 008} )
T 0.06 _®
% 0.04 B
E 0.02 2
5.30/ .20
41980 Bool
5-0.08 1 . } . . . .
IE 5 2 & 3 %
?ﬁ (=]
39 Serum albumin ALBU HUMAN | 7% | 99 | 5.92/ 0.0005 0.0351 | 0.000791 | 0.00687 0.572 gm
71317 5o
Ig kappa chain C IGKC HUMAN | 29% | 54 151-582 3 o
. 77 H C-E
region 6.37/ £ -0 S
24609 ﬁ‘”'z' ::—?_ g
= —_—
E 5 & & 3 =
i1 (=]
[l
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Tabla A3. Agrupamiento de manchas de acuerdo a su tendencia y proteinas identificadas por cluster.

Grupo Spot Q Proteinas Frecuencia Graficas
Fraccion de proteinas poco abundantes
Kininogen-1 3 o
Hemopexin 3 §°
Alpha-1B-glycoprotein 2 o
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 2 -
Vitamin D-binding protein 2 5 Z g g §
Ceruloplasmin 2
42, 44,
57, 56, Zinc-alpha-2-glycoprotein 2
25, 14, - -
1 37,26, 253 Antithrombin-IlI 1
24, 54, Vitronectin 1
33
Alpha-2-HS-glycoprotein 1
Alpha-2-antiplasmin 1
Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1
Alpha-1-antichymotrypsin 1
Complement factor | 1
Clusterin 1
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Glutathione peroxidase 3

Alpha-1-antichymotrypsin

Leucine-rich alpha-2-glycoprotein

Log Standard Abundance

04
03
02
0.1

01
02

5,34,4 | 60 93
04
05
Coiled-coil domain-containing protein 87 o8
-07

Experimental Groups “
0.4
Coiled-coil domain-containing protein 87 o
g 0.1
2 o
g -0.1
g .02
50,39, | o5 Complement factor H e
23,2, 46 L
05
-0.6
07

Hemopexin 5 3 3 5 s

- <)

Experimental Groups
Complement factor B o
02
Ceruloplasmin LI
g -0
Coiled-coil domain-containing protein 87 i
8 o4
55, 48, a5
87.9 Hemopexin
6,11 P -
AT 5 3 z 3
Plasma protease C1 inhibitor g z g g

Lymphoid-restricted membrane protein

Complement factor H
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Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

52, 32

96

Kininogen-1

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

Alpha-2-HS-glycoprotein

Log Standard Abundance
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01
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30,1,
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49
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Vitamin D-binding protein
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Vitronectin
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04
03
02
0.1

=01
02
03
04
-05
-08
07

1 Cird

2 N

z
c
=)

Experimental Growps

40b|
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12, 36,
3,35

66.2
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Glutathione peroxidase 3

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

65

Log Standard Abundance

0.4
03
02
0.1

-0
02
03
0.4
-0.5
-06
07

10t

2

z
S
=

Experimental Groups

40b|

5 ObIAll




MAGUK p55 subfamily member 2

Apolipoprotein A-IV

Alpha-1B-glycoprotein

Clusterin

Complement factor |

Apolipoprotein A-IV

Complement C4-B

Alpha-1B-glycoprotein

Log Standard Abundance
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=01
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Histidine-rich glycoprotein
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Alpha-1-antichymotrypsin £ — S
£ e
16, 22, g 01 o
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10 53,7, | 321 5
17,9, Kininogen-1 e
43, 20 o7 g

Complement C4-B

Alpha-1B-glycoprotein
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Ceruloplasmin

Antithrombin-III

Angiotensinogen

Beta-2-glycoprotein 1

Protein AMBP

Complement C4-A

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4

Pigment epithelium-derived factor

Ig kappa chain V-

Ig kappa chain C region

Ig kappa chain V-IlI

Ig kappa chain V-I

Ig lambda-2 chain C regions

Coiled-coil domain-containing protein 87

11

47

Hemopexin

Alpha-1-antichymotrypsin

Vitronectin

Beta-2-glycoprotein 1

Kininogen-1
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Ceruloplasmin

Hemopexin

Complement C4-B

Ceruloplasmin

Log Standard Abundance
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45,27, e
13, 49, . . 3 z 3
12 41,21, 17 Alpha-1-antichymotrypsin : 3 mm;mms g z
15
Complement C4-A
Leucine-rich alpha-2-glycoprotein
Dermcidin
Coiled-coil domain-containing protein 87
Fraccion de proteinas abundantes
Serum albumin o
Haptoglobin %D? \?
53, 46, 9
7 03
49,17, 14-3-3 protein beta/alpha g
1 22,12, 728 %iﬁﬁ
54 Serotransferrin o
3 E: H E z
Apolipoprotein A-I - - ” = 8
30, 41, Serum albumin o2
2 3,34, | 781 %
39,27 Haptoglobin o2
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Haptoglobin-related protein

Ig kappa chain C region

Serum albumin

g o
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g o
i \—/
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E H 2 2 2
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Matrix metalloproteinase-9
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Serum albumin 03
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35: 16' f . 8 D1D
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14-3-3 protein beta/alpha

Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH
domain-containing protein 2

Dermcidin

Alpha-1-antitrypsin

Apolipoprotein A-I

50, 21,
4,9,2,
25, 38,
28,8,
19, 6,
36, 40,
32,52,
56

60.3

Haptoglobin

Serum albumin

Ig kappa chain V-IV region (Fragment)

Ig kappa chain V-II region Cum

Ig kappa chain C region

Ig kappa chain V-I region Lay

Ig kappa chain V-IIl region NG9 (Fragment)

Alpha-1-antitrypsin

Dermcidin

Apolipoprotein A-l

C-X-C motif chemokine

Oncoprotein-induced transcript 3 protein

Ig kappa chain V-Ill region SIE
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Ig lambda-1 chain C regions

Ig lambda chain V-I region HA

Ig kappa chain V-Ill region VG (Fragment)

Ig lambda-2 chain C regions

Ig kappa chain V-IIl region HAH

Ig kappa chain V-Ill region SIE

Ig kappa chain V-I region EU
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