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I) Resumen

Las enfermedades respiratorias son causadas por distintos patégenos, entre los
que se encuentran los virus y entre ellos, el virus de Influenza tipo A subtipo H1N1,
causante de la pandemia del afio 2009, este virus presenta un genoma de ARN de
cadena sencilla de sentido negativo, lo que lo hace tener una alta tasa de
mutacion, aunado a la posibilidad de infectar distintos hospederos como
cerdos,aves y humanos lo hace de suma importancia para el hombre. Actualmente
a pesar de las dosis de vacuna disponibles, la OMS estima que cada afo se
presentan alrededor de mil millones de casos de influenza estacional, de los
cuales 300 a 500 mil terminan en defunciones. La infeccion por el virus, causa un
cuadro clinico con dolor de garganta, tos, fiebre, exceso de mucosidad nasal, dolor
de cabeza y malestar general; para confirmar una infeccion por este virus son
necesarios ensayos que confirmen la presencia de este virus mediante PCR o
ensayos inmunoldgicos. Ya que el virus presenta resistencia contra los antivirales
recetados comunmente, para las infecciones con el virus A H1N1, se recetan
antivirales tales como oselamivir y zanamivir. La protedmica se ha apoyado en
diversas técnicas como geles bidimensionales y espectrometria de masas para la
identificacion de proteinas en la busqueda de posibles biomarcadores para
diagndstico o como futuros blancos terapéuticos para disefio de nuevos farmacos
0 vacunas contra infecciones virales. En el presente estudio se busca identificar
proteinas diferencialmente expresadas en suero de pacientes con Influenza A
H1N1(pdm09), confirmados mediante PCR, en comparacion contra controles,
mediante la realizacion de geles de electroforesis diferencial (DIGE) vy
espectrometria de masas para la identificacion de proteinas. A partir de los geles
diferenciales se eligieron 10 spots, los cuales presentaron un aumento en su
expresion de dos o mas veces con respecto a los controles. Estos spots fueron
cortados y procesados para ser identificados mediante espectrometria de masas
utilizando el equipo MALDI TOF/TOF mediante el software ProteinPilot™ (AB
Sciex), de los diez spots se identificaron un total de seis proteinas humanas
sobreexpresadas en casos clinicos, las cuales sugieren que pueden interactuar en
la respuesta inmune del hospedero contra el virus. Entre las proteinas que se
encontraron sobreexpresadas en los pacientes, se reporta la presencia de la
proteina ZC3HAV1, que pertenece al dominio de las proteinas de dedos de zinc,
ZC3HAV1 es una proteina antiviral con capacidad de reconocer y capturar el ARN
viral para reclutar maquinaria necesaria y comenzar con la degradacion del
mensajero; este dominio de proteinas ha demostrado tener accion inhibitoria
contra distintas familias de virus de ARN, tales como Retroviridae, Fliviridae y
Togaviridae. Por lo que se sugiere que en este tipo de infeccion pueda estar
actuando de manera similar y por lo tanto se propone continuar con estudios
fisicoquimicos que la caractericen y posteriormente analisis funcionales.
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1. INTRODUCCION

Las Infecciones Respiratorias Agudas (IRA), son ocasionadas principalmente por
patdgenos como virus o bacterias y en ocasiones ambos, los cuales provocan una
infeccion en las vias respiratorias que pueden complicarse para dar pie a
neumonias y bronconeumonias (Secretaria de Salud, 2014).

Los virus son uno de los grupos de patdgenos con gran importancia para el
hombre, entre los cuales destaca el virus de Influenza tipo A; un miembro de este
tipo de Influenza fue el causante de la pandemia de gripe en el afio 2009 y el cual
se caracterizo como virus de Influenza A H1N1(pdm09), que rapidamente se
dispersé en paises de distintas areas geograficas, por lo que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), le asigné el nivel seis de las fases de pandemia
(Dawood et al., 2009).

Sin embargo, la pandemia progresivamente se convirti6 en un patrén estacional
para el afio 2010. Se ha observado que en climas templados, las epidemias
estacionales se presentan en la época invernal, mientras que en las regiones
tropicales puede presentarse durante todo el afio con brotes mas irregulares
(Longo et al., 2012). Actualmente a pesar de las dosis de vacuna disponibles en
temporada invernal, la OMS estima que cada afno se presentan alrededor de 1,000
millones de casos de influenza estacional, de los cuales entre tres y cinco millones
de casos son severos y 300 a 500 mil terminan en defunciones. (Secretaria de
Salud, 2014).

1.1 Manifestaciones clinicas

Los virus de Influenza, pueden permanecer latentes por varias horas en objetos o
superficies contaminadas con pequefias gotas de saliva o secreciones nasales,
los cuales al entrar en contacto con ojos, boca o nariz, ingresan a nuestro
organismo e infectan a las células epiteliales de la parte superior de las vias
respiratorias, 1o que ocasiona la inflamacién de las mismas y el desarrollo del

cuadro clinico de la infeccion. Asimismo, en algunas ocasiones cuando la infeccidn
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se complica, puede afectar también a la porcion inferior del aparato respiratorio
(Longo et al., 2012 y Koulder et al., 2011).

Los sintomas de esta enfermedad se caracterizan por dolor de garganta, tos,
fiebre, exceso de mucosidad nasal, dolor de cabeza y malestar general; los cuales
no pueden distinguirse de los causados por una infeccidon respiratoria comun, por
tal motivo, para la confirmacion de infeccién por el subtipo de virus Influenza A
H1N1(pdm09), se realizan distintas pruebas diagndsticas, que pueden ser de
antigenos con ensayos de inmunofluorescencia, inhibicion de hemaglutinacion tipo
H1 o ensayos de la reaccidon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
o RT-PCR por sus siglas en inglés (Reverse Transcription - Polymerase Chain
Reaction) (Dawood et al., 2009).

1.2 Tratamiento y Prevencion

Existen dos clases de antivirales que son recetados contra la infeccion por virus de
Influenza. Los primeros son los farmacos amantadina y rimantadina, inhibidores de
canales iénicos transmembranales para la Proteina M2 (proteina de membrana),
que provocan que la membrana del virus no pueda fusionarse con la membrana
del endosoma y por tanto el virus no puede liberar su material genético y
replicarse. Sin embargo, el subtipo de virus de Influenza A H1N1(pdmO09), muestra
resistencia hacia estos antivirales. Los segundos antivirales, comprenden a los
farmacos osealtamivir, zanamivir y mas recientemente peramivir y maninamivir,
inhibidores de Neuroaminidasa (NA), debido a que el farmaco se adhiere a la NA
del virus e inhibe su actividad, evita que los virus se liberen y propaguen desde las
células infectadas a células sanas. La OMS recomienda el uso de estos antivirales
para los individuos que necesiten un tratamiento con terapia antiviral (Centers for
Disease Control and Prevention, 2015 y World Health Organization, 2012).

Con respecto a la vacunacion, existen dos tipos de vacunas, independientemente
del tipo de cepas que contengan, el primero comprende a las vacunas de virus
inactivos que puede ser de dos tipos: la que contiene al virus completo, que es
mas inmunogénica y reactogénica, y la que contiene al virus fraccionado, que

presenta buena inmunogenicidad pero es menos reactogénica; para ambas
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vacunas su via de administracion es intramuscular. El segundo tipo de vacuna, es
la que contiene virus atenuados y su via de administracion es oral o intranasal,
pero esta solo se encuentra disponible en E.U.A. (World Health Organization,
2012).

En la actualidad, en México la vacuna contra la influenza se aplica via
intramuscular y es necesario aplicarla anualmente, ya que la composicion de esta
vacuna varia afio con ano, debido a los cambios antigénicos del virus. Para esto,
son utilizadas las vacunas trivalentes de virus inactivos fraccionados, es decir,
vacunas elaboradas con particulas de virus que contienen dos cepas de Influenza
A H1N1 y H3N2 y una cepa de Influenza B (Secretaria de Salud — CeNSIA, 2015).
Es importante mencionar que las vacunas son revisadas dos veces al afo,
ajustando las caracteristicas antigénicas de las cepa en circulacidn, obtenidos por
la Vigilancia de la Influenza Global y Sistema de Respuesta o GISRS, por sus
siglas en inglés (Global Influenza Surveillance and Response System) (World
Health Organization, 2012).

1.3 Estructura del Virus Influenza A H1N1(pdm09)

Los virus de Influenza, son particulas esféricas irregulares de 80-120nm de
diametro, poseen una envoltura derivada de la membrana plasmatica proveniente
de las células hospederas, donde se expresan las glicoproteinas Hemaglutinina
(HA) y Neuraminidasa (NA) (Figural), las cuales estan involucradas en el
reconocimiento del virus y en la liberacidon de las nuevas particulas virales,
respectivamente. Dentro de la membrana, se encuentra la nucleocapside con un
diametro de 9 a 15nm, la cual contiene al genoma viral (Longo et al., 2012).

El virus de Influenza A H1N1(pdm09), pertenece a la familia Orthomixoviridae del
tipo A, subtipo H1N1. Existen tres diferentes tipos de Influenza, segun las
caracteristicas antigénicas de su nucleoproteina (NP) y los antigenos proteicos de
la matriz (M), nombrados A, B y C. Cada tipo de Influenza, a su vez se divide en
subtipos, el cual es asignado por las diferencias de antigenos entre las proteinas
HA y NA. Cabe mencionar que hasta hoy en dia se han descrito 17 diferentes
subtipos de HA y 10 subtipos de NA (World Health Organization, 2012).
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Virus Influenza A
Subtipo H1N1

HemaglutininaH A)

=, Proteina de matriz (M1)

Neuraminidasa (NA)

Nucleoproteina
(NP)

Canal ionicoM2

Proteina Nuclear de Exportacion (NEP)

Figura 1. Estructura del virus de Influenza A H1N1. Virus de 80-120nm de diametro, con envoltura
donde se encuentran embebidas las proteinas NA y HA, utilizadas para el reconocimiento y
liberacién de la particula viral. Dentro de la capside se encuentran su material genético que consta
de 8 segmentos de ARN de cadena simple de sentido negativo y la proteina nuclear de
exportacion. (Modificada de http://viralzone.expasy.org/ Fecha de consulta: noviembre 2014).

Con respecto su genoma, los virus de Influenza tipo A, presentan dentro de una
nucleocapside su informacién genética en forma de ARN monocatenario de
sentido negativo, el cual esta segmentado en ocho fragmentos o genes. Estas
caracteristicas le permiten al virus presentar y acumular variaciones genéticas al
momento de la replicacion viral, aunado a esto, la amplia diversidad de
hospederos que poseen los virus de tipo A, permiten la posibilidad de un
reordenamiento de los genes, que puede originar una nueva variante de virus con
suficientes diferencias antigénicas, capaces de producir una nueva pandemia
(Longo et al., 2012).

El virus A HIN1(pdmQ9), se sabe es el resultado de un realineamiento genético
causado por una infeccién multiple (Figura 2), esto ocurre cuando distintas cepas
infectan a un hospedero simultaneamente. Este virus pandémico, contiene los

genes de HA, PA, NP, PB2 y genes NS, asociados a la Influenza que afecta a los
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cerdos de América del Norte, que provienen de un previo reordenamiento genético
del virus de Influenza porcina, Influenza aviar e Influenza humana H3NZ2. Los dos
genes restantes, son relacionados con la proteina de matriz (M) y la NA, genes
asociados al virus causante de Influenza porcina que solo se encontraba en
cerdos de Eurasia (Smith et al., 2009 y Dawood et al., 2009).

Para que una infeccion por Influenza inicie, el virus reconoce especificamente un
receptor (glicolipido) para cada hospedero. En el caso de las aves, las células
bronquiales no ciliadas, alveolares y de membrana conjuntiva son el blanco de
infeccion de estos virus, ya que en su membrana celular expresan el receptor 2,3
acido sialico, el cual es reconocido por la HA viral para ingresar a la célula; con
respecto a los seres humanos las células diana del virus, son las células
epiteliales de la cavidad nasal, faringe, traquea, bronquios y bronquiolos que
expresan el receptor 2,6 acido sialico. En el caso de los cerdos, que es el
hospedero donde comunmente ocurren las infecciones multiples, ambos
receptores son expresados simultaneamente sobre la membrana celular de su

epitelio respiratorio. (Zhou et al., 1999).
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Influenza porcina Influenza aviar Influenza H3N2 Influenza aviar Euroasidtica
clasica tipo porcma

pB2 - Influenza aviar de Norteamérica

PB1 - Influenza Humana H3N2
PA -Influenza aviar de Norteamérica

H1 -Influenza porcina clasica
NP -Influenza porcina clasica
N1 -Influenza aviar Euroasiatica
tipo porcina
M -Influenza aviar Euroasiatica
tipo porcina
NS -Influenza porcina clasica

Influenza A (H1N1)

Figura 2. Reordenamiento genético que dio origen al virus de Influenza A H1N1(pdmOQ9).
Diferentes tipos de virus infectan al mismo tiempo a un hospedero. El nuevo virus contiene 8
segmentos de ARN viral, polimerasa basica 2 (PB2), polimerasa basica 1 (PB1), polimerasa acida
(PA), hemaglutinina (H1), nucleoproteina (NP), neuraminidasa (N1), proteina de matriz (M) y
proteinas no estructurales (NS), provenientes de Influenza porcina clasica, Influenza aviar de
Norteamérica e Influenza Euroasiatica tipo porcina (Modificada de Neumann et al., 2009).

1.3.1 Proteinas virales

Para sintetizar sus distintas proteinas, el virus emplea marcos de lectura abiertos
en un gen, los cuales son secuencias definidas de tres nucleétidos que le permiten
al virus sintetizar distintas proteinas a partir de un unico gen (Talledo y Zumaeta,
2009). Los ocho genes contenidos en la nucleocapside, contienen
aproximadamente 13,500 nucledtidos que codifican para las siguientes proteinas:

Proteina Hemaglutinina (HA), es un homotrimero que se encuentra expresada en

la superficie de la envoltura viral y es el componente glicoproteico mas importante
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del virus, ya que es la responsable de reconocer el acido sialico que es un
receptor de membrana expresado en las células hospederas; ademas es uno de
los principales antigenos del virus, por lo que es fundamental en la activacion de la
respuesta inmune vy la produccion de anticuerpos neutralizantes. La
Neuraminidasa (NA), es otra glicoproteina, la cual forma un homotetramero que se
expresa en la superficie de la envoltura del virus; su funcidén principal es la
liberacion de las particulas virales, ya que degrada al acido sialico de la membrana
celular. De la misma manera que la HA, esta proteina contiene determinantes
antigénicos especificos para cada cepa, lo que juega un papel importante en la
respuesta inmune del hospedero (Reina, 2002).

El espacio que existe entre la envoltura del virus y la nucleocapside, se encuentra
ocupado por la proteina de matriz M1, que es el mayor componente proteico del
virus, su funcion esta involucrada en la maduracion de la particula viral y juega un
papel importante en la estabilizacion de la cubierta del virus, asi como en su
ensamblaje. La otra proteina de membrana que se sintetiza, es la proteina M2,
que forma un canal iénico para la acidificacion del endosoma, que permite la
liberacion del ARN viral en el citoplasma de la célula, el cual es transportado al
nucleo para comenzar su ciclo replicativo. Asimismo, el virus contiene proteinas no
estructurales (NS): la proteina NS1 que funciona como antagonista de interferon y
reguladora postranscripcional y la NS2 o NEP que participa en el transporte de las
moléculas virales sintetizadas, funcionando como factor nuclear de exportacion
(Longo et al., 2012).

Dentro de la nucleocapside, el genoma viral se encuentra asociado a la
nucleoproteina NP, la cual esta involucrada en el transporte citoplasmatico del
ARN viral al nucleo de las células. De igual manera, dentro de la capside, se
encuentra expresado el complejo enzimatico de polimerasas, el cual es sintetizado
a partir de los tres fragmentos mas grandes del genoma viral y esta constituido por
tres diferentes tipos de polimerasa: Polimerasa basica 1 (PB1), Polimerasa basica
2 (PB2) y Polimerasa acida (PA), que son indispensables para la replicacion y

transcripcion del virus (Talledo y Zumaeta, 2009).
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1.3.2 Ciclo replicativo

Después de la entrada al hospedero por contacto directo con el virus y la
penetracidén a la capa de mucina del epitelio del tracto respiratorio, se da el primer
contacto con la célula para comenzar con la infeccion, que es el reconocimiento de
las células epiteliales ciliadas por medio de la union de la HA con la galactosa del
receptor 2,6 acido sialico de la célula hospedera. (Zhou et al., 1999).

Posterior al reconocimiento del acido sialico de la membrana celular, el virus
ingresa por endocitosis, formandose primeramente una vesicula que contiene al
virus y se fusiona internamente con el endosoma. Conforme este realiza su
recorrido al interior de la célula, el endosoma se va acidificando debido a la
entrada de protones (H+), en donde se observa la participacion de la proteina viral
M2 por medio de canales idnicos, esto hace que la nucleocapside se libere en el
citoplasma, debido a la fusion de la membrana del virus con la membrana del
endosoma. Una vez en el citoplasma, las ribonucleoproteinas virales ingresan al
nucleo a través de poros nucleares, para comenzar con la replicacion del genoma
viral, procesos que son realizados por las polimerasas virales y desencadenan en
el hospedero la expresion de citocinas proinflamatorias. Debido a que son virus de
sentido negativo, es necesaria una transcripcion de la cadena de ARN usando las
polimerasas que el virus trae consigo, para obtener una cadena de sentido
positivo, la cual funciona como molde de ARN mensajero para la sintesis de
proteinas virales. Realizada la transcripcion del ARN viral, los ribosomas de la
célula comienzan con la sintesis de proteinas virales, las cuales son transportadas
a distintos organelos dentro de la célula para posteriormente ensamblar a la
particula viral. Los componentes proteicos sintetizados para la formacion de las
ribonucleoproteinas y la nucleocapside, son exportadas de nuevo al nucleo hasta
que la particula viral esté lista para ser ensamblada; por otra parte, las proteinas
de membrana son transportadas y modificadas en el aparato de Golgi para
finalmente ser insertadas en la membrana celular. Finalmente, el virus es
ensamblado y permanece unido a la membrana celular hasta el momento de su

liberacion, accion que se realiza con ayuda de la NA, que degrada el receptor de
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acido sialico, llevandose consigo parte de la membrana celular que es utilizada por
el virus como envoltura (Zhou et al., 1999 y Longo et al., 2012) (Figura 3).

Replicacion viral

Reconocimiento del virus %2

2 6 dcido sidlico Formacion de endosoma

Pérdida de envoltura
\‘ MD

Liberacion de RNA viral /J’/{//

Citoplasma

Transcripcién

Sintesis de
polimerasas

Replicacion

Sintesis de
proteinas virales

Liberacion del virus
por accionde la
NA

Figura 3. Replicacion del virus Influenza A H1N1. El inicio de la infeccién comienza con el
reconocimiento de la HA con la galactosa del acido sialico de la célula hospedera y el ingreso del
virus se da por medio de la formaciéon de un endosoma, en el cual existe un aumento de pH que
facilita la liberacion del ARN viral en el citoplasma, el ARN viral es replicado en el nucleo y el
ARNmM es transcrito en el citoplasma por polimerasas virales para la sintesis de sus proteinas. Las
cuales son procesadas por el reticulo endopldsmico rugoso (RErugoso) y posteriormente por el

aparato de Golgi (A. Golgi), para migrar hacia la membrana celular, donde es ensamblado el virus
para su liberacion por efecto de la NA.

1.4 Respuesta Inmune

Una vez que el virus se ha implantado en el epitelio de las vias respiratorias,

comienza a replicarse y diseminarse en el tracto respiratorio, causando la
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descamacion de las células ciliadas y células secretoras de moco. Como primeras
respuestas del organismo contra la infeccion, debido a la liberacion de distintos
antigenos virales, se provoca el reclutamiento de macrofagos, células dendriticas
y linfocitos para dar inicio a la respuesta inmune del hospedero. Para este tipo de
infecciones, la respuesta inmune innata, comprende una serie de interacciones
complejas a nivel celular, entre ellas la expresion de distintos tipos de moléculas
como interferdn, citocinas proinflamatorias e interleucinas, las cuales se han
reportado con expresiones diferenciales entre personas en contacto, controles y
pacientes con enfermedades agudas asociadas al virus de Influenza A H1N1,
entre las moléculas que se han reportado, se encuentran el Factor de Necrosis
Tumoral (TNF-a) e interleucinas como IL6 e IL8; que son activadas a partir del
reconocimiento de moléculas virales a través de receptores tipo Toll 8 (TLR8) en
las células (Bautista et al., 2013 y Zuiiga et al., 2011).

Ademas de la activacion de la inmunidad innata del hospedero, se tiene otra
estrategia que comprende a la inmunidad adaptativa, la cual genera anticuerpos
contra los antigenos HA y NA, los anticuerpos dirigidos hacia la HA, tienen como
funcidén neutralizar al virus impidiendo la unién con el receptor acido sialico, por
otro lado, los anticuerpos contra la NA, reducen la eficiencia de la liberacion del
virus de las células infectadas y asi evitar que se infecten otras células. Este tipo
de respuesta incluye la inmunidad humoral e inmunidad celular, la primera la
realizan los linfocitos B y la segunda es mediada por los linfocitos T. Para que el
virus sea reconocido por este tipo de inmunidad, es necesario que sea digerido
por las células presentadoras de antigenos (macréfagos, células dendriticas,
etcétera) y que sea fragmentado en el interior de estas células hasta formar ciertos
péptidos que se unen a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC), las cuales llevan los péptidos a la superficie celular donde seran
reconocidos a través de su receptor. Posterior a la presentacion de antigeno en
las células, comienza el reclutamiento de distintos linfocitos y células
especializadas en la destruccion de las células infectadas para combatir la

infeccion. Finalmente, como parte de este proceso inmunoldgico, se forman
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células de memoria, que constituyen un factor importante para la proteccion contra

futuras infecciones por el mismo tipo de virus de Influenza (Longo et al., 2012).

1.5 Panorama actual de Influenza en México

La vigilancia es un factor importante en el desarrollo y prevencion de Influenza en
nuestro pais, ya que con ella se detectan de manera temprana los primeros brotes
de enfermedad, para asi poder alertar y comenzar con las acciones de respuesta
que se requieran tomar en la poblacién ante un nuevo brote. En la Republica
Mexicana la vigilancia de Influenza es realizada mediante un sistema centinela
recomendado por la OMS, denominado Sistema de Vigilancia Epidemiologica de
Influenza (SISVEFLU), que forma parte del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (SINAVE) y es coordinado por la Direccion General de
Epidemiologia (DGE) (Secretaria de Salud, 2014).

La DGE registra para cada temporada de frio, los casos de Influenza confirmados
por alguna prueba de laboratorio para cada subtipo del virus, cada temporada
invernal abarca desde la semana epidemioldgica 40 del afio en curso hasta la
semana epidemiologica 20 del siguiente ano. En la temporada de invierno 2013-
2014, es decir hasta la semana 20 del afo 2014, se registraron 8,621 casos
confirmados y 1,082 defunciones por alguno de los siguientes subtipos de virus:
Influenza A, Influenza B, Influenza A H1N1(pdm09), Influenza A H1 e Influenza A
H3N2; los cuales circulan en nuestra poblacion y son considerados endémicos, es
decir, que habitualmente se encuentran en la poblacién mexicana y por ende se
muestra proteccion inmunoldgica ante ellos. Para la temporada de frio 2014-2015,
la cual inici6 en la semana 40 del afo 2014, hasta el momento se tienen
confirmados 2,515 casos y 59 defunciones. Los grupos de la poblaciéon que mas
se ven afectados incluyen a los adultos de los 25 a 59 anos y el grupo
comprendido de 65 anos o mas. Sin embargo, las defunciones que se han
presentado, han sido principalmente en el grupo comprendido de 55 y 59 afos de
edad; un factor importante en estas infecciones son las enfermedades cronicas, ya
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que arriba del 95% de los pacientes que fallecieron presentaban una o varias

enfermedades cronicas (Secretaria de Salud, 2014).

1.6 Proteoma

Las proteinas son moléculas principales que participan en todas las funciones de
una célula. Al conjunto de la expresion de estas moléculas, se le denomina
protecoma y se ve modificado de acuerdo al momento del ciclo celular,
diferenciacion, funcion celular y la respuesta hacia ciertos estimulos como sucede
en las enfermedades, donde se da un cambio en la expresion de genes y se
producen variaciones de las modificaciones post-traduccionales en las proteinas.
La protedmica utiliza diversas estrategias para separar e identificar proteinas
diferencialmente expresadas, las cuales posteriormente son validadas para el
estudio de posibles biomarcadores (Anderson et al., 1998).

Debido a que el estudio del proteoma proporciona una vision mas aproximada del
estado bioldgico de las células en una condicion determinada, es sumamente
importante su estudio en la protedomica clinica. En la actualidad su principal
enfoque es el diagnostico y el descubrimiento de biomarcadores que sean
utilizados como posibles blancos terapéuticos, farmacos, vacunas o como

prevencion a enfermedades (Mischak et al., 2007).
1.6.1 Biomarcadores proteicos

Los biomarcadores son sustancias especificas que son posibles de cuantificar y
que sirven como indicadores de procesos biolégicos normales, patogénicos o
respuestas farmacolégicas a intervenciones terapéuticas. EI objetivo del
descubrimiento de biomarcadores proteicos, es identificar una proteina o grupo de
proteinas que sean diferenciales entre pacientes y personas sanas; cabe
mencionar que un biomarcador ideal, es aquel que se encuentre en una muestra
bioldgica que pueda obtenerse de una forma no invasiva (Gonzales-Buitrago et al.,
2008).
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Los biomarcadores al igual que cualquier prueba clinica, deben poseer
sensibilidad y especificidad. La sensibilidad, mide la capacidad para identificar
una enfermedad cuando el biomarcador esta presente; y la especificidad, que
hace referencia a la capacidad de poder descartar la enfermedad cuando el
biomarcador esté ausente. Estas caracteristicas dependen de la prevalencia de la
enfermedad que se estudia, una enfermedad con baja prevalencia en la poblacion
facilita la existencia de falsos positivos y por el contrario, en una enfermedad con
alta prevalencia, se obtiene un numero alto de falsos negativos. De igual manera,
el nuevo biomarcador debe ser robusto, es decir, comportarse siempre de forma

analoga (LaBaer et al., 2005).
1.6.2 Estrategias proteémicas

La protedmica ha desarrollado para la separacion e identificacion de proteinas en
el estudio de biomarcadores dos grandes estrategias: una de ellas llamada shot-
gun o conocida con el nombre de “protedmica de escopetazo”, que comienza con
el tratamiento de la muestra con una enzima especifica (tripsina), la cual
fragmenta a las proteinas entre los residuos de Arginina y Lisina, generando un
patron de péptidos especifico. Los péptidos resultantes son separados por
cromatografia multidimensional y fragmentados por espectrometria de masas en
tandem (MS/MS), por ultimo los espectros de masa de los péptidos que fueron
fragmentados, son analizados con un programa bioinformatico que emplea un
estadistico (Paragon o Mascott), el cual utiliza las bases de datos en linea para la
identificacion de las proteinas de la muestra. La otra estrategia se denomina up-
down (arriba-abajo), en la cual se intenta separar el mayor numero posible de
proteinas, mediante técnicas como electroforesis bidimensional o sistemas
multidimensionales. Una vez separadas las proteinas, se les da un tratamiento con
tripsina para fragmentarlas, los péptidos resultantes son analizados por
espectrometria de masas y las proteinas presentes en la muestra son identificadas
mediante analisis bioinformaticos usando bases de datos que se encuentran en
linea. Ambas estrategias confieren ventajas y desventajas, no obstante la eleccion

de un método depende por completo de los objetivos del estudio. Por ejemplo, la
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ventaja de la estrategia arriba-abajo, proporciona informacién sobre las cantidades
de las proteinas y su estructura. Por otra parte, la principal ventaja de la estrategia
de abajo-arriba, es la mayor resolucioén en las separaciones cromatograficas de los

péptidos, comparados con las proteinas (Gonzalez-Buitrago et al., 2008).

1.6.3 Tecnologias proteémicas

En el estudio del proteoma, es posible utilizar una de las siguientes técnicas para

la separacién de proteinas, la cual es acoplada a un método de identificacion.

Técnicas para separar proteinas:

Hasta este momento, la técnica fundamental de separacion de las proteinas para
los estudios protedmicos, ha sido la electroforesis bidimensional en gel de
poliacrilamida (2D-PAGE), descrita por primera vez en 1975 por O’Farrell y Klose,
la cual separa a las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico (pl) y su tamano.
Esta técnica permite la separacibn en un unico gel de varias especies de
proteinas, incluidas las formas modificadas. Sin embargo, la 2D-PAGE tiene
algunos inconvenientes en la separacion de proteinas muy basicas, muy acidas,
las hidrofobas y las pequefias (Gonzales-Buitrago, 2008).

Debido a que uno de los principales objetivos de la busqueda de biomarcadores
es analizar la expresion diferencial, se deben de analizar las manchas o spots que
se vean modificadas en abundancia, que aparezcan o desaparezcan. Para esto se
utilizan estrategias analiticas como la electroforesis bidimensional en geles
diferenciales (DIGE), que es una variacion de la electroforesis bidimensional
clasica; en esta técnica se utilizan colorantes fluorescentes con diferentes
tamanos y cargas (derivados de CyDye 2, CyDye 3 y CyDye 5), los cuales son
detectados a longitudes de onda especificas para marcar de forma covalente las
proteinas de las dos muestras que van a ser comparadas. En esta técnica se
utiliza un estandar interno, marcado por el fluorocromo Cye Dye 2, que es una
referencia interna del gel que ayuda a limitar la variacion del sistema. Se mezclan

las muestras una vez marcadas las proteinas con los colorantes, y se separan en
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un unico gel bidimensional segun su carga y masa. Debido a que los fluorocromos
utilizados para marcar las proteinas migran en la misma posicién, se eliminan las
diferencias debido al efecto del emparejamiento de las imagenes (Unli et al.,
1997).

El sistema de fluorocromos que se utiliza para el marcaje de proteinas, tiene un
grupo reactivo NHS éster (N-hidroxisuccinimida éster), el cual esta disefado
para unirse covalentemente al grupo amino épsilon del aminoacido lisina por
entrecruzamiento de amida. El residuo de lisina cuando se encuentra a pH neutro
0 a pH acido presenta una carga de +1 al igual que los fluorocromos, el cual al
acoplarse a la lisina reemplaza la carga del residuo con su propia carga, lo que
asegura que el punto isoeléctrico de las proteinas no sea modificado (Marouga et
al., 2005).

Identificacion de proteinas por espectrometria de masas:

En los geles bidimensionales, las proteinas diferencialmente expresadas, se
hidrolizan con tripsina y son identificadas por medio de espectrometria de masas.
La técnica mas comun es la de “huellas peptidicas”, para lo cual, se tiene la
necesidad de ionizar y volatizar los péptidos, utilizando cualquiera de los dos
métodos: la ionizacion por electrospray (ESI) y la desorcidon/ionizacion por laser
asistida (matrix-assisted laser desorption/ionization), llamado MALDI. Al sistema
de ionizacion de proteinas, se acopla un analizador de masas, que es el otro
componente fundamental de los espectrometros de masas. Los principales
analizadores de masas que se utilizan en los estudios protedmicos, son los
cuadruplos, los de trampa iénica y los de tiempo de vuelo (time-of-flight) o también
llamados TOF. La combinacion del sistema de ionizacién con el analizador de
masas determina la aplicacion del espectrometro de masas. La ESI se acopla con
frecuencia a las trampas idnicas y las combinaciones de cuadruplo/TOF
(espectrémetro en tdandem o MS/MS). La fuente de MALDI, normalmente se
acopla con analizadores TOF (MALDI-TOF). Esta combinacion se usa con

frecuencia para obtener las huellas peptidicas (Gonzales-Buitrago et al., 2008).
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Otro método, el cual también es utilizado en la protedbmica, son las separaciones
en medio liquido o “shutgun”, que es la combinacion de diversas técnicas
cromatograficas y de electroforesis capilar. En una separacion multidimensional,
las proteinas o péptidos de la muestra se separan por un método y los
componentes separados, se vuelven a separar por al menos otro método adicional
independiente. La principal ventaja de estas técnicas, es que pueden acoplarse

directamente en linea con los espectrémetros de masas (Stroink et al., 2005).

Proteoma de suero

sanguineo

Como se mencion6 anteriormente un biomarcador debe de ser de facil acceso y
no ser una técnica invasiva para el paciente, por lo que los fluidos corporales
como orina, liquido cefalorraquideo, saliva y plasma, por mencionar algunos, son
blancos de interés para el estudio de la protedbmica (Gonzales-Buitrago et al.,
2008).

Por tal motivo, el plasma humano es una muestra fundamental para el diagndstico
de enfermedades y su control terapéutico. El plasma total de un adulto contiene
entre 60 y 80mg/ml de proteinas, sin embargo, la concentracion de cada tipo de
proteina es muy variable, pueden existir proteinas como la albumina que presenta
una concentracion de entre 35 y 20 mg/ml, hasta otras como la IL-6 que presenta
una concentracion de alrededor de 2pg/ml. En él se encuentran proteinas que
ejercen funciones especificas que suelen encontrarse en mayor concentracion y
representan el 99% del contenido proteico del plasma, entre ellas se encuentra la
albumina, las inmunoglobulinas, las haptoglobinas y la transferrina, por nombrar
algunas. El otro tipo de proteinas, se encuentran en una concentracion menor y
son las que son secretadas por las células y tejidos, es decir no tienen una funcién
especifica en el plasma y son el blanco en los estudios de la busqueda de
biomarcadores proteicos. No obstante, su estudio es mas complicado en
comparacion con los tejidos o cultivos celulares. (Anderson et al., 2002).

Se han realizado diversos estudios donde se evalua el perfil protedbmico en suero,

con el objetivo de encontrar posibles biomarcadores o blancos terapéuticos. Sin
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embargo, por ser de naturaleza muy compleja este tipo de muestra, se utilizan
técnicas donde las proteinas minoritarias son separadas de las proteinas mas
abundantes que son albumina, IgG, IgA, haptoglobina, transferrina, y antitripsina.
Para lograr este objetivo existen diversos sistemas, como el sistema de Multiple
Affinity Removal Systems (Agilent Technologies), que se utiliza para concentrar las
proteinas que se encuentran poco abundantes para los analisis en geles
bidimensionales y seguir una estrategia protedmica acorde a los objetivos (Dardé
et al., 20006).

1.7 Estudios protedmicos en Influenza AH1N1

Con el apoyo de las tecnologias protedmicas, las cuales son empleadas con el
objetivo de profundizar en la busqueda de nuevos marcadores bioldgicos y
conocer las interacciones que se presentan entre virus-hospedero, se han
realizado diversos estudios asociados a este tipo de virus, buscando proteinas
expresadas diferencialmente como en el estudio realizado por Liu y cols. en 2012,
quienes a partir del analisis protedmico en macréfagos infectados, reportan 106
proteinas que principalmente se encuentran relacionadas en las respuestas de
inflamacion e infecciones en macrofagos, de igual manera se observan proteinas
de uniéon a calcio que son predominantemente expresadas en neutrdfilos,
monocitos y en la activacion de macrofagos, ademas se observo una supresion de
las histonas en células infectadas, esto puede ser debido a una posible estrategia
del virus en la modificacion de las actividades fisiologicas de las células
hospederas, ya que este mecanismo también ha sido observado en infecciones
del virus del Herpes simple.

Las células epiteliales de pulmén también han sido objeto de analisis protedbmicos
asociados a expresiones diferenciales, tanto totales como proteinas especificas
del nucleo, mitocondria y citosol. En 2013, Zhao y cols. reportan 27 proteinas
nucleares, 13 mitocondriales y 37 citosolicas, de las cuales solo se validaron MIF e
ISG15 de la porcion mitocondrial y UCHL1 y PDCD5 del citosol, las cuales se

encontraron subexpresadas en células infectadas.
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A pesar de que este tipo de estudios se han realizados en lineas celulares, el
plasma también ha sido objeto de estudio. Zufiga y cols. en 2011 y Bautista et al.
en 2013, reportan expresiones diferenciales de citocinas, quimiocionas y factores
angiogénicos entre casos y controles, algunos de ellos son: IL-1RA, IL-6, IL-7,
CXCL8, CCL2 e IFN-y. Sin embargo, son escasos los estudios que se han
realizado en plasma para la obtencién de biomarcadores en infecciones causadas
por el virus A H1N1.
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2. JUSTIFICACION

El virus Influenza A, es un patégeno que afecta principalmente a personas que se
encuentran en contacto con animales como cerdos y aves, personas con
problemas de inmunosupresion, nifios, adultos mayores y personas que trabajan
en el sector salud. Posee distintos hospederos, entre los cuales se encuentran
aves, cerdos y humanos, ademas presenta una alta tasa de mutacion debido a su
tipo de genoma (ARNSss-), en consecuencia, pueden surgir nuevas cepas para las
cuales no seamos inmunologicamente competentes, por lo que es un agente que
debe de estar en constante vigilancia epidemioldgica, para asi evitar epidemias o
pandemias.

Se sabe que la Influenza afecta a diferentes células de las mucosas, células
epiteliales ciliadas y alveolares de las vias respiratorias, esto tiene como
consecuencia una modificacién en la composicion del proteoma y por ende en las
concentraciones de proteinas que se encuentran en suero. Por tanto el analisis del
protecoma en suero es de gran interés para la busqueda de posibles

biomarcadores de diagnodstico, farmacos o vacunas.

3. HIPOTESIS

Si las infecciones por el virus de Influenza A H1N1(pdm09) causan modificaciones
del perfil proteébmico en plasma, entonces podran encontrarse proteinas que se

encuentren diferencialmente expresadas en casos clinicos y controles.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Identificar de proteinas diferencialmente expresadas entre casos y controles en

muestras de suero de pacientes con Influenza A H1N1(pdm09).
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4.2 Objetivos Particulares

o Realizar geles DIGE en un rango de pH de 4-7 y 4.5-5.5 de 24cm

o Analizar los spots diferencialmente expresados con el software
DECYDER (GE, Healthcare).

o Seleccionar, cortar y digerir con tripsina los spots provenientes de los
geles DIGE.

o Analizar los péptidos resultantes de la digestion triptica por medio de
espectrometria de masas (MS/MS).

o Identificar las proteinas diferencialmente expresadas, utilizando los
espectros de masa de los péptidos fragmentados con el software
ProteinPilot™ (AB Sciex) en la base de datos de UniProt

(http://www.uniprot.org).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Obtencion de las muestras

Las muestras de suero total de pacientes y controles, fueron proporcionadas por el
Instituto de Oftalmologia “Fundacién de Asistencia Privada Conde de Valenciana
IAP”.

Criterios de Inclusién

e Pacientes infectados: pacientes de cualquier edad y sexo, con diagndstico
clinico y confirmacién por PCR tiempo real de Influenza AH1N1 pandémica,
captados por la Subdireccion de Investigacion de los Servicios de Salud de
Hidalgo.

e Controles: sujetos sanos que no hayan cursado por una infeccion viral al
momento de la toma de sangre, sin enfermedades metabdlicas,

hipertension y sin alergias.
Criterios de Eliminacion
e Pérdida de la muestra por mal manejo.
5.2 Cuantificacién de proteinas e integridad de las muestras

Método 2-D Quant Kit (GE Healthcare)
Este ensayo se basa en la unién especifica de los iones de cobre a la proteina, la
absorbancia de la solucion del ensayo disminuye con el aumento de la

concentracion de proteinas.

e Se eligieron 12 muestras de suero de pacientes y 12 muestras de controles,
las cuales fueron diluidas en una proporcion de 1:1000 con agua milli Q
(MQ).
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Para la cuantificacion de proteina total en las muestras, fue necesario interpolar
los valores obtenidos dentro de la curva de calibracion (tabla 1), la cual se realizé

con albumina de suero bovino, con las siguientes concentraciones:

Volumen de la Ol 5ul 10pl 15ul 20ul 254l
Solucién BSA
(2mg/ml)
Cantidad de proteina Oug 10ug 20ug 30ug 40pg  50ug

Tabla 1. Curva de calibracion. Método 2-D Quant.

e Se utilizé 20ul de muestra para cuantificar, los cuales se colocaron en tubos
eppendorf de 1.5ml. A cada tubo, se le adicion6 500ul de solucién
precipitante (pp), se homogeneizd durante 12 segundos y finalmente se
incubaron a temperatura ambiente durante 3 minutos. Esto mismo se
realizd con la curva de calibracion.

e Al terminar la incubacién, se adicioné 500ul de solucion co-precipitante (co-
pp), se homogeneizaron las muestras durante 12 segundos y se incubaron
a una temperatura de -20°C durante 40 minutos.

e Los tubos se centrifugaron a 15,000rpm durante 16 minutos a 4°C y a cada
tubo se le retird un volumen de 950ul de sobrenadante en una centrifuga
Allegra ™ 25R (Beckman Coulter). Las muestras se centrifugaron
nuevamente para eliminar el exceso de sobrenadante a 15,000rpm durante
6 minutos a 4°C.

e Para la hidratacion de la proteina y marcaje con cobre, se adicion6 a cada
tubo 100yl de solucién de cobre, mas 400ul de agua MQ y se homogeneizo
el contenido del tubo con ayuda de un vortex durante un minuto.

e Se adiciond 1ml de solucién de trabajo a cada tubo, la cual se prepard
previamente en una proporcion de 100 partes del reactivo A por una parte
del reactivo B. Los tubos fueron mezclados por inversion y se incubd las
muestras a temperatura ambiente durante 15 minutos.

e Al término de la incubacion, la absorbancia se leyé dentro de los primeros
40 minutos a partir de la adicion de la solucion de trabajo a una longitud de
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onda de 480nm utilizando un espectrofotometro DTX 880 Multimode
Detector (Beckman Coulter).

e Para el calculo de la cantidad de proteina disuelta en la muestra, se realizo
un analisis de regresion lineal con los valores de absorbancia de los tubos
con BSA, donde la variable independiente fue la concentracion estandar de
BSA y la variable dependiente fue la absorbancia.

e Posteriormente las concentraciones de las muestras se interpolaron en el

intervalo de la curva de calibracién a partir de la siguiente formula:
v—>b

m

x:

Geles de integridad de las muestras

e Se elaboraron dos geles de acrilamida al 12% (acrilamida-bisacrilamida
30%, TRIS 1.5M pH8.8, SDS 10%, persulfato de amonio al 10%, y TEMED
10%) de 1mm de grosor.

e En el gel se cargaron 20pg de proteina de cada muestra, el volumen
variable de cada una de ellas se diluyé en una proporcién 1:1 (v/v) con
buffer de carga de Laemmlie 2X (950ul de buffer de carga Laemmlie mas
50ul de B-mercaptoetanol). Los tubos se incubaron durante 5 minutos a

95°C para la desnaturalizacion de las proteinas.

La electroforesis se realiz6 en buffer de corrida SDS-Laemmlie 1X (100ml de
buffer Laemmlie 10X Tris/Glicina/SDS y 900ml de agua MQ), en la camara
electroforética Mini-PROTEAN® Tetra cell (Bio-Rad). Utilizando las siguientes

condiciones:
e 60Volts/15 minutos
e 100Volts/90 minutos
Al final de la electroforesis los geles fueron tefiidos utilizando Azul de Coomassie

1X (Metanol 50%, Acido Acético10%, Azul Brillante R-250).
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e Cada uno de los geles se colocod en agitacion suave dentro de la solucion
de Coomassie, durante 12 horas aproximadamente.

e Al finalizar el tiempo de tincion, la solucidon se decanto y se realizo el lavado
de los geles con la solucion para destefiir (Metanol al 40% y Acido Acético
al 10%), colocandolos en agitacién suave aproximadamente una hora, en
un agitador de accion dual MAX-Q 2508 (Barnstead).

Al terminar los lavados de los geles, fueron escaneados utilizando el escaner

ImageScanner, #mod: 1120UDS (Amersham Bioscience).
5.3 Enriquecimiento de proteinas minoritarias de las muestras

Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) o High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC)

Fase movil:

o Buffer de equilibrio (buffer A), #Part: 5185-5987, Agilent Technologies
o Buffer de elucién (buffer B), #Part: 5185-5988, Agilent Technologies.

Fase estacionatria:

e Columna de afinidad Multiple Affinity Removal Column 4.6mm x 100mm,
#Serial: 100330207C, Agilent Technologies.

Preparacion de las muestras y equipo

e Se realizé la mezcla un grupo control (pool), integrado por 12 muestras
previamente cuantificadas, y otro pool integrado por 12 casos clinicos.
Cada muestra de suero aportd 2g de proteina al grupo, por lo que se obtuvo
la cantidad total de 24g por cada uno de los dos grupos.

e Cada pool se diluyd en una proporcion de 1:4 (v/v), en buffer A.
Posteriormente se filtré la muestra mediante una unidad de filtracion para

jeringa (MILLIPORE) con membrana Express® PES de 0.22um.
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Con respecto al equipo, este se acondicioné empleando 1 litro de buffer A,
buffer B y agua MQ, los cuales se filtraron previamente al vacio con una
membrana (MILLIPORE) de 0.45um, en agitacién constante y por ultimo, se
les elimind el gas utilizando un bafo ultrasénico, #mod: 08895-04 (Cole —
Parmer).

Como fase estacionaria se utilizd el sistema Multiple Affinity Removal
System (Agilent Technologies), el cual estd basado en una columna de
afinidad (Multiple Affinity Removal Column 6Hc de 4.6mm x 100mm, Agilent
Technologies) capaz de retener las seis proteinas mas abundantes del
suero (albumina, IgG, IgA, haptoglobina, transferrina y antitripsina), ya que
contiene una serie de anticuerpos policlonales con especificidad para estas
proteinas. El enriquecimiento de las proteinas minoritarias, se realizdé bajo
las siguientes condiciones con el gradiente de elucion que se muestra en la
tabla 2.

Condiciones cromatograficas:

Longitud de onda: 280 nm.

Limite de presion: 60 bar equivalentes a 870 psi.
Temperatura de las muestras: 15 °C.

Temperatura de la columna: 20 °C aproximadamente.
Volumen de inyeccion: 60 yl de muestra.

Tiempo de la corrida: 28 minutos.

5.4.2 Gradiente de elucion:

Tiempo % Buffer A %Buffer B Velocidad de

(minutos) flujo (ml/min)
0.00 100 0.0 0.125
18.00 100 0.0 0.125
18.00 100 0.0 1.000
20.00 100 0.0 1.000
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20.00 0 100 1.000

27.00 0 100 1.000
27.01 100 0.0 1.000
38.00 100 0.0 1.000

Tabla 2. Gradiente de elucién para el enriquecimiento de las proteinas minoritarias de los dos
grupos, con la columna de afinidad Multiple Affinity Removal Column 4.6mm x 100mm.

Por cada grupo se realizaron 6 inyecciones de 60ul, con un flujo de
0.125ml/min. De cada inyeccion se colecté la primera fraccion de proteinas
dentro del intervalo de 2-4.5 minutos, que corresponde a las proteinas de
menor abundancia, estas fueron colectadas en tubos eppendorf de 1.5ml y
guardadas a -20°C hasta su uso. Posteriormente fueron liberadas entre el
rango de 12-13.5 minutos las proteinas de mayor abundancia que quedaron

retenidas en la columna.

5.4 Geles de electroforesis diferencial. Difference Gel Electrophoresis

(DIGE)

A partir del enriquecimiento de las proteinas minoritarias de las muestras,
se obtuvo aproximadamente un volumen de 7ml por cada grupo, el cual se
concentr6 en unidades de ultrafiltracion AMICON, (MILLIPORE),
centrifugandolas a 4,100rpm a 4°C durante 60 minutos.

Cada grupo se desald, debido a que la presencia de sales en la muestra,
interfiere en el proceso de isoelectroenfoque (IEF) de las proteinas. Por lo
que la muestra que quedd retenida en la parte superior de la unidad
AMICON, se lavé por medio de pipeteo con 1ml de Tris 10mM vy
posteriormente se centrifugd el contenido del AMICON con las mismas
condiciones del paso anterior.

Se colectd unicamente el liquido retenido por la unidad AMICON en un tubo
eppendorf de 1.5ml y se almacené a -20°C hasta su uso. Posteriormente se

cuantificé cada grupo por el método 2-D Quant Kit (GE Healthcare).
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Marcaje de proteinas

Para el marcaje de proteinas se utilizd el kit Amersham™ CyDye DIGE Fluors

(minimal dyes) para geles 2D DIGE (GE Healthcare).

e Se realizé previamente una reconstitucion de los fluorocromos CyDye 2,
CyDye 3 y CyDye 5 en 5 pl Dimetilformamida anhidro (DMF) y se obtuvo
una concentracion final de 1 nmol/ul. Los viales fueron homogeneizados
durante 30 segundos en el vortex y centrifugados a 8,000rpm por 30
segundos. El stock se guardo a -20°C en obscuridad.

e Para la solucién de trabajo, se tomd 1 ul de cada solucion stock CyDye y se
adicion6 3 pl de DMF para obtener una concentracion de 0.25nmol/pl. A
partir de este momento se manipularon los tubos con los fluorocromos en
obscuridad total.

e En un tubo de microcentrifuga, se colocé la cantidad de volumen suficiente
para marcar 50ug de proteina de la muestra de casos con 400pmol del
fluorocromo Cy3, esto mismo se realizd con la muestra de controles que fue
marcada con el fluorocromo Cy5. Y finalmente para el estandar interno, se
utilizé el fluorocromo Cy2, con el cual se marcaron 50ug de proteina (25ug
de proteina del grupo de controles y 25ug de casos). La reaccion del
marcaje se llevd a cabo en un rango de pH de 8.0-9.0, utilizando TRIS
60mM.

e Los tubos fueron homogeneizados con un vortex y colocados en hielo
durante 30 minutos.

e Para detener la reaccion, se agregd 1ul de lisina 10mM y se mezcld por
pipeteo. Posteriormente las muestras fueron colocadas nuevamente en

hielo por 10 minutos.
Isoelectroenfoque (IEF)

Para la realizacion del IEF se utilizaron tiras IPG de 24 cm con gradiente
inmovilizado de pH 4-7 (Bio-Rad) y tiras Immobiline DryStrip pH 4.5-5.5 (GE,
Healthcare).
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La hidratacion de cada tira se realiz6 con 150ug de proteina
(correspondiente a la mezcla de cada uno de los grupos marcados con Cy2,
Cy3 y Cy5), aproximadamente 60 ul, los cuales se llevaron a un volumen
total de 360upl con solucion de rehidratacion buffer DeStreak (GE
Healthcare).

Para hidratar las tiras, se colocaron las tiras de acrilamida en un IPG box
(GE Healthcare) y sobre ellas la solucion de proteinas con el buffer
DeStreak, se cerré por completo el IPG box (GE Healthcare), aislandola por
completo de la luz y se dejo aproximadamente durante 16 horas.

Después de la hidratacion de las tiras, se prepard la camara de porcelana
del sistema de IEF Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare), colocando 9ml de
aceite mineral a las tiras.

Las tiras fueron removidas de la camara de rehidratacién y colocadas en la
camara de porcelana (GE Healthcare) con el extremo positivo (+) en la
parte posterior y el extremo negativo (-) en la parte anterior. Se colocd una
almohadilla humedecida con agua destilada en cada uno de los polos de la
tira haciendo contacto con la acrilamida de la misma y finalmente se
colocaron los electrodos haciendo contacto con las almohadillas y la parte
metalica de la camara de IEF.

El IEF de la tira de pH con rango 4-7 se realizd bajo las siguientes

condiciones:
Pasos Volts (V) Vh
1 Intensificar y 100 100
mantener
2 Intensificar y 500 500
mantener
3 Gradiente 1000 800
4 Gradiente 10000 16500
5 Intensificar y 10000 34700
mantener

28| Pagina



Tabla 3. Condiciones de isoelectroenfoque para tiras de pH con rango 4-7 de 24cm.

- Tiempo total: 9:32 hrs.
- Total Vh: 52600

- Corriente/tira: 75pA

- Temperatura: 20°C

e Condiciones para la tira de acrilamida con el rango de pH 4.5-5.5:

Pasos Volts (V) Vh ‘
1 Intensificar y 100 100
mantener
2 Intensificar y 500 1000
mantener
3 Gradiente 1000 1500
4 Gradiente 10000 16500
5 Intensificar y 10000 76000
mantener

Tabla 4. Condiciones de isoelectroenfoque para tiras de pH con rango 4.5-5.5 de 24cm.

- Tiempo total: 15:36 hrs.
- Total Vh: 95100
- Corriente/tira: 75pA

- Temperatura: 20°C
Segunda dimensién de geles DIGE

Para la elaboracion del cassette para el gel de acrilamida, se utilizd el sistema
Ettan DALTtwelve System Ettan gel caster, el cual tiene una capacidad de 12
geles. Para este sistema se utilizan blancos separados por una mica transparente
cuando no se realizan todos los geles, debido a que es necesario montar el

sistema ocupando los 12 lugares.
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e El sistema Ettan DALTtwelve System Ettan gel caster se ensamblé
utilizando los blancos necesarios y se cerrd por completo el sistema para
evitar posibles fugas a la hora del vaciado de la solucion de acrilamida.

e Por cada gel se prepararon 100ml de solucion de acrilamida al 12%
(acrilamida-bisacrilamida 30%, TRIS 1.5M pH8.8, SDS 10%, persulfato de
amonio al 10%, y TEMED 10%).

e Para el llenado del sistema Ettan DALTtwelve System Ettan gel caster, se
preparé buffer de desplazamiento (tabla 5), el cual empuja la solucién de

acrilamida para el llenado y elaboracion de los geles.

Reactivos Cantidad

Tris 1.5M pH8.8 25ml
Glicerol 50ml

Azul de bromofenol 2mg
Agua destilada 25ml
Total 100ml

Tabla 5. Buffer de desplazamiento para la elaboracion de geles de 24cm.

e La solucién de acrilamida al 12% se adicion6 al sistema Ettan DALTtwelve
System Efttan gel caster a través del tubo alimentador, seguido del buffer de
desplazamiento.

e Al concluir el llenado de los geles, se le adicioné en la parte superior a cada
uno de ellos etanol al 70%, sin mezclar la acrilamida y hasta cubrir por
completo la superficie del gel, con ayuda de una pipeta Pasteur y un bulbo.
Posteriormente, se dejaron polimerizar los geles toda la noche a
temperatura ambiente.

e Al concluir el IEF de las tiras, estas se retiraron de la cdmara de IEF y se
lavaron con buffer de corrida SDS-Laemmlie 1X para eliminar el exceso de
aceite mineral.

e Para equilibrar cada tira se prepard previamente 50mg de DTT en 5ml de
buffer de equilibrio (Tris HCI 75mM, Urea 6M, Glicerol 30%, SDS 2%),
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posteriormente se incubd la tira en esta solucion 15minutos en agitacion
suave en total obscuridad y a temperatura ambiente.
Durante la incubacion de la tira, se prepard una solucion con 125mg de
iodoacetamida para la alquilacion de las proteinas en 5ml de buffer de
equilibrio. Al terminar la incubacién, se reemplazo la solucion de DTT por la
solucion de iodoacteamida, se incubo la tira en agitacion suave durante
15min en total obscuridad y a temperatura ambiente.
La tira equilibrada y alquilada, se lavo con buffer de corrida SDS-Laemmlie
1X y se coloco cuidadosamente sobre el gel de acrilamida con ayuda de
pinzas. El gel se sell6 con agarosa al 0.5% evitando la formacion de
burbujas, la agarosa se dejé solidificar el tiempo suficiente y finalmente el
gel se colocé dentro de la camara del sistema de electroforesis Ettan
DALTtwelve.
Para la corrida de electroforesis, se adicion6 a la camara de electroforesis
Ettan DALTtwelve System 9 litros de buffer de corrida SDS-Laemmlie 1X.
Posteriormente se colocaron los blancos necesarios y por ultimo se coloco
dentro de la camara el gel con la tira sellada con agarosa.
La camara de electroforesis se cubrié con papel aluminio y se realiz6 la
corrida electroforética con las siguientes condiciones:

- Volts constantes: 90V

- Corrida: continua

- Bomba: automatica

- Temperatura: 25°C

- Tiempo: 20 horas

Escaneo de geles

Al terminar la electroforesis, el gel fue montado en el cassette del escanery
este se coloco en el equipo Ettan DIGE Imager. La adquisicion de imagenes
se realizd con ayuda de software Ettan DIGE Imager para el sistema CyDye

Fluor minimal Labelling con las siguientes condiciones (tabla 6):
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Canal 1 Canal 2 Canal 3

Dye: Cy2 Dye: Cy3 Dye: Cy5
Filtro de excitacion Filtro de excitacién (nm): Filtro de excitacién (nm):
(nm): 480/30 540/25 635/30
Filtro de emisiéon (nm):  Filtro de emision (nm): Filtro de emisién (nm):
530/40 595/40 680/30
Exposicion: 0.8 Exposicion: 0.30 Exposicion: 0.50

Tabla 6. Condiciones para el escaneo de las imagenes de geles DIGE

e Una vez obtenidas las imagenes de fluorescencia, inicialmente se realizo el
“‘merge” con el software ImageQuant (GE Healthcare) y seguido a esto, se
realizo el analisis diferencial en gel o Differential In-gel Analysis (DIA) de
cada imagen con el software DeCyder 2-D Differential Analysis (GE
Healthcare), utilizando una co-deteccion automatizada.

e Posterior al analisis DIA, se realiz6 la sustraccion de fondo o background y
la normalizacion de los spots en relaciéon al estandar interno colocado en el
gel. Asimismo, se realizd la cuantificacion de los spots en las imagenes de
cada grupo. La definicion de los limites de cada spot, se llevd a cabo
utilizando los datos de los pixeles de las imagenes solas, asi como la
imagen del “merge”.

e Se midi6 la abundancia de los spots, con la comparacion del volumen de
cada uno de los spots con respecto a su estandar interno. Por ultimo, se
analizaron los datos entre los dos grupos experimentales con el estadistico

de la prueba t de Student.

5.5 Espectrometria de masas
e Previamente se rehidraté Tripsina liofilizada (Promega V528A) con 1ml de
acido acético 50mM para obtener una concentracion de 100 ug/ml y se
almaceno en alicuotas a -20°C hasta su uso.
e A partir del analisis de los geles utilizando el software DeCyder, se eligieron

10 spots con aumento de abundancia en su expresion, adicionalmente se
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eligio un spot estandar como control de digestion.
Todos los spots fueron cortados manualmente con ayuda de una punta
segun el tamarfo del spot y colocados en tubos de 0.6 ml.

Se agregd a cada tubo, 100ul de Acetonitrilo (ACN) al 100% sobre las
piezas de gel, las cuales se dejaron deshidratar a temperatura ambiente
hasta que las piezas se tornaron de color blanco opaco y redujeron su
tamano. Se removidé el exceso de ACN y se dejé secar por completo a
temperatura ambiente. En este paso se preparo Tripsina [20ug/ml] en AB40
(ACN 10% y Bicarbonato de amonio 40mM).

Se agregaron 10ul de Tripsina [20pug/ml] a cada pieza de gel y se dejé a
temperatura ambiente durante una hora. Para las piezas que no se
hidrataron fue necesario adicionar 10 yl mas de Tripsina [20pg/ml] e
incubar nuevamente por una hora. Pasado este tiempo se removio el
exceso de solucion y a cada tubo se le agregd 20 ul de AB40. Finalmente
las piezas de gel se quedaron en digestion toda la noche a 37°C.

Al siguiente dia, se agreg6 a cada tubo 20 pl de Bicarbonato de amonio
50mM y durante 10 minutos las muestras fueron mezcladas
intermitentemente con ayuda de un vortex. Posteriormente, se colecto la
muestra por medio de centrifugaciéon durante 30 segundos y el
sobrenadante se recuperé en un tubo nuevo de 0.6ml.

A cada pieza de gel, se le agregd 20 pl de buffer de extraccién de péptidos
(50% acetonitrilo (v/v) y 5% (v/v) acido férmico) y se incubd a temperatura
ambiente durante 10 minutos, mezclando intermitentemente. Las muestras
se centrifugaron nuevamente durante 30 segundos y se recolectd el
sobrenadante, el cual se agregé al recuperado anterior. Esto se realizé dos
veces mas a todas las muestras.

El volumen total del extracto se redujo con un concentrador (eppendorf
5301), con la opcién de soluciones liquidas acuosas sin temperatura y con
vacio aproximadamente una hora, sin dejar secar. Sin embargo, para las
muestras que les sucedi6 esto, se reconstituyeron con 10 pl de solucién de

ACN en agua a una dilucion de 1:20.
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Posteriormente se midié el pH de los péptidos con una tira reactiva y se
ajusté a un pH <4 con acido trifluoroacético (TFA) al 0.1%.

Para el lavado de los péptidos, fue necesario acondicionar la columna
ZipTip, la cual se lavo con 10 yl de ACN, los cuales fueron desechados en
un pafiuelo desechable (kimwipe), esto se realiz6 dos veces mas. A
continuacion la columna se lavo tres veces mas con 10 ul de solucién de
equilibrio (TFA 1:1000 en agua MQ).

Se tomaron 10 pl de la solucidon con los péptidos provenientes de la
digestion proteica, los cuales fueron mezclados por pipeteo
aproximadamente 6 veces, esto para adherir los péptidos a la columna.

Una vez hecho esto, se tomaron 10 pl de solucion de equilibrio y se
desecharon en un kimwipe. Esto se realiz6 3 veces mas para el lavado de
los péptidos.

Para la elucion de los péptidos, fue necesario colocar 10ul de solucion de
elucion (TFA 1:1000 con ACN al 50%), en tubos nuevos de 0.6ml, uno para
cada muestra. Para eluir los péptidos unidos a la columna, esta se lavo por
pipeteo 6 veces con los 10 ul de solucion de elucion.

Con respecto a la matriz, esta se prepar6 con 10mg de a-ciano (acido a-
ciano-4-hidroxicinamico) en un tubo eppendorf de 1.5ml, al cual se le
agregd 700ul de ACN, 300pl de agua MQ mas 1ul de TFA y se mezclo
completamente. La solucidén fue sonicada durante 30 min utilizando un
sonicador Cole — Parmer y se guardo a -20°C hasta su uso.

Para colocar las muestras sobre la placa o spotear la placa, se utilizé6 un
volumen total de 0.68ul por pozo. Para esto la muestra fue previamente
mezclada con la matriz en una proporcion de 1:1 en un tubo de 0.2 ml. Por
ultimo, cuidadosamente se coloco la muestra en la placa por sextuplicado,
sin tocar la superficie del plato con la punta para evitar la cristalizacion no
homogénea.

Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente hasta Ia
evaporacion total de solvente. Posterior al secado se aplicé una corriente

de aire a presion sobre la placa para eliminar cualquier fibra que se haya
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depositado sobre la superficie de la placa. Finalmente esta se colocé en el
equipo MALDI TOF/TOF para su analisis.

El equipo MALDI TOF/TOF se calibré para la lectura de MS con la solucion
Cal Mix 4700 (AB-SCIEX TOF/TOF™ Instruments), en el rango de 900-
4000Da. Y para la calibracion de MS/MS se utilizo el ion de Angiotensina |
(m/z 1,296.68).

Los espectros de masa y carga de los péptidos fueron analizados con el
algoritmo de busqueda Paragon utilizando el software ProteinPilot™ (AB
Sciex), el cual permiti6 que se realizaran busquedas de cientos de
modificaciones bioldgicas, variaciones genéticas y sustituciones en los
aminoacidos del péptido para disminuir la presencia de falsos positivos. La
identificacion de las proteinas en las muestras, se realiz6 utilizando la base
de datos de la pagina UniProt (http://www.uniprot.org) con un porcentaje de
confianza del 66% para Homo sapiens. De los cuales aqui, se muestran los

resultados obtenidos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
Cuantificacion e Integridad de las muestras

Después de cuantificar las muestras que conforman el pool de controles y el de
pacientes mediante el kit 2D-QUANT, se realizaron geles de acrilamida al 12%
para la realizacion de la electroforesis SDS-PAGE, al término de esta los geles
fueron escaneados y se obtuvieron las siguientes figuras. En la figura 4, se
observa la integridad de cada una de las muestras que integra el pool de
pacientes y el de controles, respectivamente. Se cargé en el gel la cantidad de
20ug de proteina de cada muestra. En las imagenes son visibles una serie de
bandas las cuales pertenecen a proteinas de diferente peso molecular. Las
bandas mas altas se observan no difuminadas, lo que indican la presencia de
proteinas con alto peso molecular; en el caso de que estas se encuentren
borrosas en la parte superior del gel se observa una serie de bandeo producto de
la protedlisis de la muestra. Debido a que todas las muestras se observaron
integras segun los criterios mencionados se trabajo con las 12 muestras

cuantificadas para su analisis.
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Figura 4. Geles de acrilamida al 12% (Pacientes y Controles, respectivamente); en cada carril se
cargaron 20ug de proteina y un marcador de peso molecular (MPM). La integridad de los pooles
se observo en la presencia de bandas de alto peso molecular no difuminadas, que significa que la
muestra no esta degradada. Asimismo se observa que gran parte de la cantidad de proteina es
ocupada por la cadena pesada de las Inmunoglobulinas G (IgG) que corresponden a un masa
aproximada de 55 KDa y a la albumina con masa de 69KDa
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6.1 Enriquecimiento de las proteinas minoritarias de las muestras por
cromatografia liquida de alta eficacia. High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC).

Las proteinas que no quedaron adheridas a la columna, que corresponden a las
proteinas que se encuentran en menor abundancia en el proteoma y constituyen el
primer pico cromatografico, se observan en la figura 5. A continuacién, las
proteinas que si quedaron retenidas se eluyeron y en el cromatograma,
corresponden al segundo pico. Esta separacion, también se observa en el tiempo
de retencidén de cada fraccion, siendo de 2.7 minutos para las proteinas que no
son retenidas y de 12.3 minutos para aquellas que tienen afinidad con los

anticuerpos de la columna.
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Figura 5. Cromatograma del enriquecimiento del pool de controles y casos. Se utiliz6 el sistema de
Multiple Affinity Removal Column 4.6mm x 100mm, el cual contiene anticuerpos inmovilizados de
las seis proteinas mas abundantes en plasma. El tiempo de retencion para las proteinas de menor
abundancia fue de 2.7 minutos (primer pico) y de 12.3 para las proteinas mayoritarias: albumina,
IgG, IgA, haptoglobina, transferrina y antitripsina (segundo pico).
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6.2 Geles de electroforesis diferencial. Difference Gel Electrophoresis
(DIGE)

Los geles de electroforesis diferencial, separan a las proteinas en dos
dimensiones, la primera en relacién a su punto isoeléctrico (pl) por medio de la
realizacion del isoelectroenfoque (IEF), y la segunda con base a su peso
molecular, por medio de una electroforesis. El pl de una proteina es el pH en el
cual la proteina presenta carga cero, esto debido a que los aminoacidos, que
conforman a las proteinas, presentan grupos acidos (carboxilos) y grupos alcalinos
(aminos) que otorgan a los aminoacidos propiedades de acido o base y por ende
una carga. Por lo tanto bajo la influencia de un campo eléctrico, durante el
isoelectroenfoque, las proteina migraron hasta encontrar la posicion donde su
carga neta fue cero y de esta manera se permite la separacion de las proteinas
en base a su pl (Unll et al., 1997).

En la figura 6, se observa el IEF de las muestras procesadas en condiciones
desnaturalizantes de ambas tiras, en donde se observa que ambas muestras no
contiene sales ya que no existe resistencia en la corrida real (linea roja) y esta se

ajusta a la corrida tedrica (linea azul).
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Figura 6. A) Isoelectroenfoque (IEF) de tira de acrilamida de 24cm, con rango de pH 4-7. B)
Isoelectroenfoque (IEF) de tira de acrilamida de 24cm, con rango de pH 4.5-5.5. Se observa el IEF
tedrico (linea azul) y la corrida real del IEF (linea roja), la grafica muestra que las proteinas se
ajustan a la corrida tedrica, lo que significa que las muestras no contienen exceso de sales que
interfieren con la corrida del IEF.
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Al concluir el tiempo, se realizd la adquisicion de las imagenes del gel con el
escaner Ettan DIGE Imager, segun las condiciones descritas en la tabla 6. En la
figura 7, se puede observar las imagenes obtenidas de cada grupo marcado por
un flurocromo independiente y con la realizacion del “merge”, el cual es el
empalme de las imagenes para su analisis de expresion, utilizando el software
DeCyder 2-D Differential Analysis (GE Healthcare), que sirve para la visualizacion
de diferencias en la expresion de proteinas entre dos grupos. Sin embargo, en la
imagen se puede observar una acumulacion de proteinas en el rango aproximado
de pH entre 4 y 5, las cuales no se encuentran separadas por completo, por lo que
se decidid realizar otro gel DIGE con un rango de pH de 4.5-5.5, para poder

separar y diferenciar aquellas proteinas que se encontraron dentro de ese rango.
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Estandar Interno

Controles

Figura 7. Imagenes y “merge” de la electroforesis DIGE de 24cm en un rango de pH 4-7. A)
Estandar Interno (25ug del grupo de controles y 25ug del grupo de casos) fue marcado con el
fluréforo Cy2, B) Grupo control (50 ug) se marcé con Cy5, C) Grupo de casos (50 pg) marcados
con Cy3 y D) “Merge” (sobreposicién de las imagenes para crear una uUnica imagen). Se puede
observar que existe una afinidad mayor de las proteinas hacia un pH aproximado de 4-6.
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El analisis diferencial de este gel se realiz6 con respecto al grupo de controles, en
donde se observa un total de 492 spots identificados con su abundancia relativa, 2
spots (0.4%) que disminuyen su expresion mas de 2 veces, 30 spots (6.1%) que
aumentan su expresion mas de 2 veces y 460 spots similares que corresponden a
un 93.5% del total de spots (figura 8).

Casos Controles

|«
|‘
e

| | secondary Gel 1 CYS.gel

coine b byl

Figura 8. Analisis diferencial del gel DIGE de 24cm con un rango de pH 4-7. Los spots marcados
en amarillo indican que no hay cambios de expresién de la proteina entre casos y controles. El
color verde, indica que las proteinas disminuyen 2 o més veces su expresion y finalmente el color
rojo indica proteinas que aumentan 2 o0 mas veces su expresion, ambas con respecto a los grupo
control.

Geles de electroforesis diferencial pH 4.5-5.

Debido a que el objetivo de estos métodos es la separacion de las proteinas para
asi optimizar la identificacion de las mismas, y puesto que se observd una gran
acumulacion de ellas en el centro del gel, se tomo la decision de realizar un gel de
24cm con rango de pH de 4.5-5.5. Por lo que se realizé siguiendo el mismo

protocolo.
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En la figura 9, se observa un patrén diferencial de expresion de los spots, tanto en
su tamafio como en su color, esto debido a que si un grupo de proteinas se
encuentran presentes solo en el grupo control (Cy5) el spot se observa mas
cercano al color rojo y si se encuentra el spot presente solo para el grupo de casos
se observa el spot con tonalidades verdes (Cy3). De esta manera obtenemos su
abundancia relativa de los spots identificados con diferencias en su expresién, que

pueden ser posibles biomarcadores y proteinas de interés.
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Estandar Interno

Controles

Figura 9. Imagenes y “merge” de la electroforesis DIGE de 24cm en un rango de pH de 4.5-5.5. A)
Estandar Interno (25ug del grupo de controles y 25ug del grupo de casos) fue marcado con el
fluréforo Cy2, B) Grupo control (50 pg) se marco con Cy5, C) Grupo de casos (50 pg) marcados
con Cy3 y D) “Merge” (sobreposicidon de las imagenes para crear una Unica imagen). Los spots de
color verde son proteinas expresadas solo en casos y las de color rojo son proteinas exclusivas de
los controles.
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En la figura 10, se observa el analisis de expresion diferencial de los spots
identificados por el software DeCyder 2-D Differential Analysis (GE Healthcare), el
cual logré identificar en el gel un total de 199 spots, de los cuales 165 spots
(82.8%) son similares en su expresion, 28 spots (14.1%) presentan un incremento
en su expresion de mas de dos veces y 6 spots (3.0%) disminuyen su expresion

dos 0 mas veces con respecto a los controles.
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Figura 10. Analisis comparativo de expresion del gel DIGE de 24cm con un rango de pH 4.5-5.5. El
color amarillo indica que no existe diferencia en la expresion de proteina entre el grupo de casos y
controles. El color verde, que las proteinas disminuyen 2 o mas veces su expresion y finalmente el
color rojo indica proteinas que aumentan 2 o mas veces su expresion, ambas con respecto a los
grupo de casos. Las proteina enumeradas del 1-10, son aquellas que se cortaron e identificaron
mediante espectrometria de masas.
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La realizacion de este gel en el rango de pH 4.5-5.5, permitié mejorar la resolucion
espacial de los spots que se encontraban demasiado cercanos entre si. De los
spots en los que se observé un incremento de su expresion en el grupo de
pacientes, se eligieron 10 de ellos (figura 10), que fueron cortados con una punta
de micropipeta segun el tamafo del spot, y procesados e identificadas las

proteinas de cada uno de ellos.

6.3 Identificaciéon de proteinas por espectrometria de masas

En la tabla 8, se observan los 10 spots que se cortaron y procesaron a partir del
gel DIGE, con sus respectivas proteinas que se lograron identificar por medio del
software  ProteinPilot™ (AB Sciex), ademas en la tabla, se observa su
contribucion y porcentaje de cobertura de cada una de ellas dentro del spot. En
total, se lograron identificar 6 diferentes proteinas humanas, diferencialmente
expresadas entre casos y controles, es decir, se observo un incremento en la
expresion de ciertas proteinas en el grupo de pacientes, esto sugiere que
pertenecen e interactuan en la respuesta inmune del hospedero contra el

patdgeno, las cuales se presentan en la tabla 9, cada una de ellas se muestra con

el nombre del gen que la codifica.

#de # de Nombre de la proteina %Cobertura
Acceso de la proteina
1 Q86W17 Protease serine 1 (Fragment) OS=Homo 23.8
sapiens GN=PRSS1 PE=4 SV=1
CoJoP4 Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 1.9
OS=Homo sapiens GN=ZC3HAV1 PE=2
SV=1
2 Q86W17 Protease serine 1 (Fragment) OS=Homo 23.8
sapiens GN=PRSS1 PE=4 SV=1
3 Q86W17 Protease serine 1 (Fragment) OS=Homo 23.8
sapiens GN=PRSS1 PE=4 SV=1
4 Q86W17 Protease serine 1 (Fragment) OS=Homo 23.8
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sapiens GN=PRSS1 PE=4 SV=1

E9PQ63 Carbonyl reductase [NADPH] 1 OS=Homo 11,8
sapiens GN=CBR1 PE=2 SV=1
5 C9J6P4 Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 1.9
OS=Homo sapiens GN=ZC3HAV1 PE=2
SV=1
6 Q8IVZ3 OSBPL1A protein OS=Homo sapiens PE=4 20
SV=1
AON4V7 HCG2039797 (Fragment) OS=Homo sapiens 38.1
GN=Tcr-alpha PE=4 SV=1
8 Q96GE1  Putative uncharacterized protein (Fragment) 5.3
OS=Homo sapiens PE=2 SV=1
Q8IVZ3 OSBPL1A protein OS=Homo sapiens PE=4 20
SV=1
9 Q86W17 Protease serine 1 (Fragment) OS=Homo 23.8
sapiens GN=PRSS1 PE=4 SV=1
Q86YR6 POTE ankyrin domain family member D 29
OS=Homo sapiens GN=POTED PE=2 SV=2
10 Q86W17 Protease serine 1 (Fragment) OS=Homo 23.8

sapiens GN=PRSS1 PE=4 SV=1

Tabla 8. Listado de proteinas identificadas en los 10 spots analizados por el software

ProteinPilot con un porcentaje de confianza de 66%. Se observa el nUmero de acceso de la

proteina que es utilizado en la base de datos UniProt (www.uniprot.org), el nombre de la

proteina, la contribucion de la proteina y por ultimo el porcentaje de cobertura de identificacion

del péptido.
#de Acceso Nombre de la proteina Nombre del gen
Q86W17 Protease serine 1 (Fragment) OS=Homo PRSS1
sapiens GN=PRSS1 PE=4 SV=1
E9PQ63 Carbonyl reductase [NADPH] 1 OS=Homo CBR1
sapiens GN=CBR1 PE=2 SV=1
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Q8IvZ3 OSBPL1A protein OS=Homo sapiens N/A
PE=4 SV=1

Q96GE1 Putative uncharacterized protein
(Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 N/A

Q86YR6 POTE ankyrin domain family member D POTED
OS=Homo sapiens GN=POTED PE=2
SvV=2

AON4V7 HCG2039797 (Fragment) OS=Homo Tcr-alpha
sapiens GN=Tcr-alpha PE=4 SV=1

C9J6P4 Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 ZC3HAV1
OS=Homo sapiens GN=ZC3HAV1 PE=2
Sv=1

Tabla 9. Listado de las 7 diferentes proteinas que se identificaron por medio de
espectrometria de masas, se muestra el nimero de acceso a la base de datos uniprot, su

nombre completo de la proteina y el nombre de su gen.

Las 6 proteinas sobreexpresadas en pacientes, solo pertenecen a la especie
humana y son descritas posteriormente, ya que el analisis de los spots, arrojo la
identificacion de ciertas proteinas pertenecientes a organismos patégenos, esto
debido a la semejanza de masa y carga que puede existir en los péptidos que
conforman a la proteina, aunque estos sean de distintas especies; dicho analisis
es realizado mediante espectrometria de masas en base las caracteristicas
mencionadas anteriormente, asi como, en el patron de fragmentacién del péptido.
(Martin y Ballesteros, 2010).

Dentro de las proteinas humanas identificadas, se encuentra una serin proteasa
que presenta una longitud de 84 aminoacidos y su masa de 9.2 KDa, la cual es
codificada por el gen PRSS1, este gen codifica una gran variedad de
tripsinégenos, enzimas que son secretadas por el pancreas y por tanto se
encuentran en el espacio extracelular, las podemos encontrar en su forma activa
en el intestino delgado ya que interactuan con enlaces peptidicos relacionados con
el grupo carboxilo de lisina o arginina. Se ha reportado que polimorfismos en este
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gen se encuentran muy asociados a pancreatitis, y ademas de que algunos otros
tripsindogenos se han encontrado localizados en los receptores beta de la células
T, (Chandak et al., 2002).

La proteina identificada como carbonil reducatasa, tiene una longitud de 178
residuos con una masa de 19.02KDa, codificada por el gen CBR1, se ha reportado
su expresion en organos como el duodeno e intestino delgado. Pertenece a la
familia de las deshidrogenasas/reductasas de cadena corta, las proteinas de esta
familia funcionan como oxidorreductasas dependientes de NADPH con una amplia
especificidad para distintos sustratos de carbonilo, tales como quinonas,
prostaglandinas y diversos xenobidticos. Ademas este gen es blanco de estudio
de la farmacogendmica ya que esta asociado con la reduccion de componentes

cardiotoxicos del doxorubicinol. (Miura et al., 2013).

Siguiendo el listado de proteinas identificadas se encuentra la proteina OSBPL1A
(oxysterol binding protein-like 1A), la cual es una proteina que se ha observado su
expresion en suero, tiene una longitud de 100 residuos, le corresponde una masa
de 11.196 KDa. y es un miembro de la familia de uniéon a los oxiesteroles, un
grupo de receptores de lipidos intracelulares. La mayoria de los miembros
contiene un dominio altamente conservado en el carboxilo terminal de unién al
esterol; los cuales tienen como funcién la unién de fosofolipidos. De igual manera,
se ha reportado que estabiliza la union de GTP con RAB7A (Ras-related protein
Rab-7A) la cual es una proteina clave en el transporte endocitico, ya a que juega
un papel importante en la supervivencia de bacterias patdégenas como Salmonella,
asi como en la participaciéon de algunos virus en su ciclo replicativo (Tai et al.,
2011).

De igual manera se identific6 una posible proteina no caracterizada (Putative
uncharacterized protein (Fragment)), caracterizada por Strausberg R. en el afio
2001, presenta una longitud de 207 aminoacidos y su masa de 22.47KDa, es una
proteina que esta relacionada con la familia de proteinas intermediarias

filamentosas, las cuales son el primordial componente del citoesqueleto y
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envoltura nuclear. Dichas proteinas, generalmente forman estructuras

filamentosas de 8 a 14nm de diametro.

Asimismo se identifico la proteina POTE ankyrin domain family member D, que
tiene una longitud de 584 aminoacidos y unas masa de 66.394KDa. Es codificada
por el gen POTED y se expresa en tejidos tales como prostata, ovario, testiculo y
placenta. Ademas se ha observado su expresion en distintas lineas celulares de
cancer de prostata, especificamente en la membrana celular de las mismas (Bera
etal., 2012).

Dentro de las proteinas identificadas se encuentra un fragmento de la proteina
HCG2039797, la cual es una proteina hipotética. De acuerdo a Venter y cols. en
el 2001 a partir del analisis de la secuencia del genoma humano, se tradujo un
fragmento de DNA del cual se ha predicho esta proteina, asi como su secuencia
de residuos, la cual se encuentra registrada en la base de datos de UniProt
(www.uniprot. org) con una longitud de 21 aminoacidos y su masa de 2.214 KDa.
Sin embargo, aun no existe evidencia experimental reportada para la estructura de
esta proteina. No obstante, dicha proteina es codificada por el gen Tcr-alpha (T
cell receptor) que codifica para un receptor de linfocitos T con actividad
enzimatica, que presenta como ligando a péptidos pequefios asociados con
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad o MHC por sus siglas en
inglés; el complejo se compone de conjuntos de proteinas encargados de
reconocer y diferenciar en el organismo lo propio de lo extrafio, es decir presentar
antigenos para activar cascadas de senalizacion para iniciar la respuesta inmune.
Estos receptores se encuentran en la membrana plasmatica de macréfagos vy
otras células presentadoras de antigenos. Las primeras son células del sistema
inmune las cuales en su forma inmadura se encuentran circundantes en los
capilares sanguineos hasta su maduracion, la cual se lleva a cabo por la
respuesta de ciertos factores de crecimiento y citocinas como la interleucina 3 (IL-
3). Las segundas constituyen una amplia gama de células, las cuales juegan un
papel importante en la activacion de la respuesta inmune adaptativa, que incluye

la inmunidad celular mediada por macrofagos vy linfocitos T, asi como la activacion
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de la respuesta humoral por estimulo de linfocitos B y la produccién de
anticuerpos. De este modo su activacion por un estimulo externo se encuentra
asociado al reconocimiento de patrones moleculares de patdégenos (Kindt et al.,
2009). Ensayos funcionales que se realizaron en ratones homocigotos infectados
con el virus de Influenza de los cuales se extrajeron y cultivaron células linfocitos T
infectados, demostraron que los ratones que expresaron en ellas receptores de
este tipo responden apropiadamente a la infeccion, es decir que estos receptores
se encentran estrechamente relacionados con el MHC y por ende a la respuesta
inmune del hospedero. (Eilcherberg et al., 1995). De igual manera se ha
propuesto la transferencia de estos receptores como terapia en modelos de
ratones, ya que la especificidad de antigeno de la células T, esta mediada por las
cadenas alfa y beta de los receptores de este tipo, en consecuencia esta terapia
puede ser una estrategia muy atractiva con la cual se puede imponer cierta

especificidad por algun virus o antigeno tumoral (Kessels et al., 2001).

Por ultimo, en la lista se encuentra la proteina antiviral ZC3HAV1 (Zinc finger
CCCH-type antiviral protein 1) que tiene una longitud de 1072 residuos y
corresponden a una masa de 114.085KDa y es codificada por el gen homénimo.
Esta proteina pertenece al dominio de las proteinas de dedos de zinc, las cuales
son pequenos motivos estructurales, es decir multiples alineamientos de regiones
conocidas o estructuras secundarias proteicas, las cuales operan como elementos
funcionales y pueden coordinar uno o mas iones de zinc para estabilizar sus
pliegues (Acosta-Viana, 1996). El splicing alternativo genera 4 isoformas de esta
proteina. De las cuales, cabe mencionar que la isoforma 1 es un inhibidor viral
mas potente que la isoforma 2. Sin embargo, la isoforma 2 actua como regulador
positivo de la sefalizacion de DDX58/RIG-I, los cuales son genes importantes en
la respuesta inmune del hospedero, esto resulta en la activacion rio abajo de IRF3
que conduce a la expresion de distintos tipos de interferén, principalmente del tipo
| (IFN-I) para combatir la infeccion viral. Este dominio de proteinas ha demostrado
tener accion inhibitoria contra distintas familias de virus de ARN, tales como

Retroviridae, Filoviridae y Togaviridae (Hayakawa et al., 2011).
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ZC3HAV1 promueve la degradacion del RNA mensajero (ARNm) viral, mediante el
reclutamiento de diversos mecanismos, tales como la ribonucleasa PARN
(poly(A)-specific ribonuclease) para eliminar la cola poli A y reclutar el complejo de
exoribonucleasa 3’-5" del exosoma que degrada el RNA desde el extremo 3’. De
igual manera se recluta el complejo DCP1-DCP2 (decapping) a través de la ARN
helicasa p72 (DDX17) para eliminar la caperuza del ARNm viral, el cual inicia con
la degradacion por el extremo 5'. Esto ha sido observado tanto en lineas celulares
de raton como de humano, en donde los niveles de expresion de ZC3HAV1
muestran una relacion dependiente con la infeccion del virus de manera que la
deplecion de la proteina enddgena antiviral aumenta la infeccion por el virus. Esto
se ha demostrado para virus HIV-l y virus MLV (murine leukemia virus) (Zhu et al.,
2011). En particular la proteina ZC3HAV1 es un miembro de la familia de
proteinas PRR que marca y elimina virus de ARN, independientemente de
miembros de los TLR (Toll-like receptor) y miembros de la familia RLR (Receptor
like retinoic) que también se encuentran asociados la respuesta antiviral e inducen

la produccién de IFN-I (Hayakawa et al., 2011 y Hanna et al., 2013).

Es sabido que ZC3HAV1, tiene actividad antiviral contra diversos virus de ARN en
ensayos con cultivos celulares. Sin embargo, aun no se conoce por completo la
interaccidn que tiene la proteina con la activacién y regulacion de otros genes y
sus vias, asi como las secuencias de reconocimiento del ARN viral del virus
Influenza A H1N1(pdm09) e interacciones que ocurren con estos motivos
estructurales para la regulacién del ARNm viral como mecanismo en la respuesta
inmune que induce la desestabilizacion del ARN viral por medio de la maquinaria
de degradacion de la célula. Para esto, son requeridos estudios para la
caracterizacion fisicoquimica de la proteina, asi como estudios funcionales que

satisfagan estos objetivos.
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7. CONCLUSIONES

e En el andlisis DECYDER (GE, Healthcare), se logro identificar en el gel de
pH de 4.5-5.5, un total de 199 spots, 6 de ellos (3.0%) disminuyen su
expresion mas de dos veces, 28 spots (14.1%) aumentan su expresion en
mas de dos veces y 165 spots (82.8%) no muestran diferencias en su

expresion.

e De los 10 spots que fueron seleccionados en el gel DIGE (Difference Gel
Electrophoresis), el analisis con el software ProteinPilot (AB Sciex),
identifico las siguientes proteinas sobreexpresadas en pacientes: PRSS1,
POTED, CBR1, OSBPLA1, Tcr-alpha, ZC3HAV1

e De las proteinas encontradas como posibles candidatos a estudios para
biomarcadores proteicos o futuros blancos terapéuticos, se encuentra la
proteina antiviral ZC3HAV1, que juega un papel importante en la

degradacion del ARN viral dentro del citoplasma.
8. PERSPECTIVAS

Se propone la realizacion de geles de electroforesis bidimensional incrementando
la cantidad de proteina de las muestras, esto con el fin de hacer mas robusto la
identificacion de las proteinas mediante el método de espectrometria de masas.
Ademas, como ya se menciond anteriormente, en la busqueda de biomarcadores
el ultimo paso del protocolo es la validacién de las proteinas de interés; para
cumplir con este objetivo existen técnicas como ensayos de Western Blot, ELISA e
inmunohistoquimicas, en las cuales se utilizan anticuerpos especificos para el
reconocimiento de la proteina, la cual es posible observar a partir de una técnica
de revelado. Asimismo, existe la posibilidad de realizar la validacion y
cuantificacion de proteinas empleando los distintos espectrometros de masas, sin
la necesidad de utilizar técnicas de marcaje o el disefio de anticuerpos
especificos; esto se logra utilizando herramientas como el Orbitrap (Thermo
Scientific), aprovechando la alta eficiencia y reproducibilidad de la cromatografia
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liguida junto con la sensibilidad y especificidad del acoplamiento de un
espectrometro de masas. Para continuar con el proyecto de igual manera se
propone ensamblar un protocolo, el cual se encuentre orientado a la
caracterizacion y el estudio de los procesos funcionales e interacciones de la

proteina identificada con actividad antiviral.
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