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Resumen. La obesidad es una enfermedad compleja y multifactorial, caracterizada por
un aumento de grasa corporal que puede ser ocasionado por un desequilibrio entre la ingesta de
alimentos y el gasto energético. En el proceso de aumento de peso intervienen factores como
la susceptibilidad genética, factores ambientales y el estilo de vida. Estd bien documentado
que la obesidad aumenta el riesgo de padecer numerosas enfermedades y trastornos meta-
bolicos como la resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, hipercolesterolemia, enfermedades
cardiovasculares, higado graso, inflamacion de bajo grado, algunos tipos de cancer y trastornos
sicologicos. Debido al incremento de la obesidad y sus comorbilidades en los altimos afios en
la poblacion mundial, los gastos médicos erogados para su tratamiento representan un pro-
blema grave para los sistemas de salud publica. El analisis protedmico a gran escala, es una
herramienta potente y prometedora para el descubrimiento de biomarcadores tempranos y para
la comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a las alteraciones metabolicas
asociadas con la obesidad. No obstante, es imprescindible considerar las limitaciones técnicas
y el andlisis e interpretacion de los hallazgos proteémicos, para avanzar en la comprension
funcional integral de la dindmica del proteoma ligado a la obesidad. Adicionalmente, los abor-
dajes con un enfoque protedmico, permitiran el desarrollo de nuevas terapias preventivas, asi
como el descubrimiento de agentes terapéuticos potenciales en el tratamiento de disfunciones
metabolicas. El objetivo de esta revision es analizar las contribuciones mas recientes de la
protedmica en la busqueda de biomarcadores relacionados con la obesidad.
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Utility of proteomic analysis in the search for
biomarkers and therapeutic targets in metabolic
alterations associated with obesity.
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Abstract. Obesity is a complex and multifactorial disease characterized by an increase
in body fat that can be caused by an imbalance between food intake and energy expenditure.
In the process of weight gain, factors such as genetic susceptibility, environmental factors and
lifestyle are involved. It is well documented that obesity increases the risk of numerous disea-
ses and metabolic disorders such as insulin resistance, type 2 diabetes, hypercholesterolemia,
cardiovascular disease, fatty liver, low grade inflammation, some types of cancer and psycho-
logical disorders. Due to the increase in obesity and its comorbidities in recent years at the
global level, medical expenses incurred for its treatment represent a serious problem for public
health systems. Large-scale proteomic analysis is a powerful and promising tool for the dis-
covery of early biomarkers and for the understanding of the molecular mechanisms underlying
the metabolic alterations associated with obesity. Nevertheless, it is essential to consider the
technical limitations and the analysis and interpretation of the proteomic findings, to advance
in the integral functional understanding of the dynamics of the proteome linked to obesity. In
addition, approaches with a proteomic viewpoint will allow the development of new preventive
therapies, as well as the discovery of potential therapeutic agents in the treatment of metabolic
dysfunctions. The aim of this review is to analyze the most recent contributions of proteomics
in the search for biomarkers related to obesity.
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INTRODUCCION

En las altimas décadas los indices de sobre-
peso y obesidad se han incrementado de forma
exponencial. La obesidad aumenta significativa-
mente el riesgo de enfermedades cardiovascula-
res, diabetes mellitus y ciertos tipos de cancer.
A las enfermedades derivadas de la obesidad se
les atribuyen alrededor de 2,8 millones de de-
funciones anualmente a nivel mundial (1). La
acumulacion de grasa corporal tiene efectos en
la regulacion del metabolismo, la presion arte-
rial, el perfil lipidico, la sensibilidad a la insuli-
na, los mecanismos inflamatorios y oxidativos,

asi como en los patrones de expresion genética
(2-4).

La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), define a la obesidad como una acumula-
cion excesiva de grasa corporal. Para superar las
dificultades asociadas con la medicion y clasifi-
cacion del porcentaje de grasa corporal, la OMS
establecid el indice de masa corporal (IMC)
como el parametro principal para la identifica-
cion de sobrepeso y obesidad (5). Este indice
calcula el nivel de grasa corporal en relacion a
la altura y el peso de una persona, sin embar-
go, no permite la evaluacion de la composicion
corporal, ya que no diferencia la masa muscular
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libre de grasa, del tejido adiposo. Por lo tanto,
una persona con un IMC normal (18,5-24,9 kg/
m?) puede tener un porcentaje de grasa corpo-
ral adecuado o un exceso de grasa que podria
ser enmascarada por el IMC normal (6,7). Pa-
raddjicamente, también existen individuos con
obesidad, que no presentan alteraciones meta-
bolicas y se consideran como obesos metaboli-
camente sanos. Lo anterior hace imprescindible
la busqueda de biomarcadores moleculares mas
precisos que, en combinacion con el IMC, per-
mitan la identificacion de forma temprana a los
individuos susceptibles de desarrollar comorbi-
lidades.

La obesidad es una enfermedad compleja,
cronica y multifactorial, en esta patologia la
causa principal de la acumulacion de grasa es
el desbalance entre la ingesta caldrica y el gasto
energético (8,9). En la obesidad y el sobrepeso,
se presentan modificaciones estructurales y fi-
siologicas en el tejido adiposo (10). Sin embar-
go, la perspectiva aritmética de que un consumo
menor de calorias y una mayor actividad fisica
ocasionaran una reduccion de grasa corporal, es
demasiado simplista, ya que la regulacion fisio-
logica de la ingesta de alimentos, la acumula-
cion de tejido adiposo y el gasto energético, son
procesos regulados de forma compleja (11).

Los cambios de habitos alimenticios en las
sociedades actuales, al sustituir las dietas tradi-
cionales por comida altamente industrializada
con un alto contenido en grasas, sodio y azica-
res, la falta de ejercicio y la vida sedentaria, asi
como el estrés y los cambios en los patrones de
sueno, son detonantes clave para el incremento
notable de la obesidad en el mundo (12-14). La
primera estrategia obvia y asequible para com-
batir esta enfermedad, es la prevencion y cam-
bios en el estilo de vida de los pacientes, sin em-
bargo, su eficacia se reduce, ya que la mayoria
de las personas con sobrepeso u obesidad que
logran disminuir su peso corporal, lo recuperan
a mediano plazo. Debido a esto, resulta impres-

cindible la busqueda de blancos terapéuticos
mas eficientes para combatir la obesidad, de los
que se disponen en la actualidad (15,16).

Aspectos fisiologicos relacionados con la
obesidad

Diversos factores genéticos y ambientales
estan involucrados en el balance energético y
la obesidad, al afectar conductas alimentarias y
parametros fisioldgicos como la concentracion
de hormonas y moléculas implicadas en el me-
tabolismo (17). La contribucion de la genética
al estudio de la obesidad, ha permitido la identi-
ficacion de genes asociados con una mayor sus-
ceptibilidad de padecer la enfermedad. La obesi-
dad es una enfermedad poligénica y solo se han
identificado algunos genes de susceptibilidad
relacionados con diversos procesos fisiologicos,
como la regulacion de la tasa metabolica, el me-
tabolismo de los lipidos, la homeostasis de la
glucosa, la adipogénesis, la ingesta energética,
la inflamacion sistémica y la respuesta inmune
(18,19). Recientemente, también se han identi-
ficado genes de susceptibilidad implicados en la
regulacion del apetito y del peso corporal (20-
22).

La homeostasis de la energia se modula a
nivel central y periférico, mediante la interac-
cion fisiologica del tejido adiposo con organos
periféricos y con el sistema nervioso central. El
peso corporal esta estrechamente regulado por
mecanismos homeostaticos complejos que in-
volucran al hipotdlamo y al tallo cerebral, ade-
mas de los centros corticales superiores, con
senales derivadas de o6rganos periféricos que de-
penden del estado nutricional y de la energia del
organismo (23-25). En las regiones hipotaldmi-
cas de los ntcleos arcuato (ARC), paraventricu-
lar (PVN), ventromedial (VMH), dorsometrial
(DMH) y el area lateral (LHA), se integran las
diversas sefiales que regulan la conducta ali-
mentaria (25,26).

Las proyecciones neuronales desde el ARC
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al resto de las areas del hipotdlamo son relevan-
tes para la generacion de una respuesta a los
requerimientos de energia del organismo. En el
ARC existen poblaciones neuronales con efec-
tos antagonicos en la regulacion de la conducta
alimentaria, en este nlcleo se expresan neuro-
péptidos con acciones anorexigénicas como la
proopiomelanocortina (POMC) y el transcrito
relacionado con la cocaina-anfetamina (CART).
Ademas, también se expresan el neuropéptido
Y (NPY) y la proteina relacionada a Agouti
(AgRP), ambos con actividad orexigénica. En
el ARC también convergen sefiales periféricas
hormonales como la insulina, la leptina y la gre-
lina, que indican al hipotalamo el estado energé-
tico en el que se encuentra el organismo y actiian
induciendo saciedad o apetito (27-29) (Fig. 1).

En los seres humanos, los centros corticales
superiores estan implicados en la regulacion de
los procesos psicologicos y emocionales, que
pueden estimular la ingesta de alimentos inde-
pendientemente de las necesidades homeostati-
cas. Ademas, las vias corticolimbicas son res-
ponsables del comportamiento de recompensa
asociada con la alimentacion (30,31).

Proteinas relacionadas con el sobrepeso y la
obesidad: Adipocinas

El tejido adiposo no es solamente un reser-
vorio de energia almacenada en forma de trigli-
céridos, actualmente se le considera como un
organo endocrino, debido a que los adipocitos
son capaces de secretar diversas proteinas deno-
minadas precisamente adipocinas.

Las adipocinas provienen principalmente
del tejido adiposo blanco (TAB) y tienen un pa-
pel primordial en la homeostasis de varios pro-
cesos fisioldgicos, entre los que se incluyen: la
ingesta de alimentos, la regulacion del equilibrio
energético, la accion de la insulina y el metabo-
lismo de la glucosa. Algunas de las adipocinas
que participan en estos procesos son: la proteina
estimuladora de la acilacion (ASP), el factor de

necrosis tumoral alfa (TNF—a), la interleucina
6 (IL-6), la resistina, la leptina y la adiponec-
tina. También participan en la remodelacion de
la vascularizacion, la regulacion de la presion
arterial y la coagulacion, el angiotensindgeno
y el inhibidor del activador de plasminogeno
(PAI-1) (11, 32). La leptina fue la primera hor-
mona secretada por adipocitos que se identifi-
coO, posteriormente se identificaron numerosas
adipocinas como la adiponectina, la resistina,
la visfatina, la proteina 4 de unién al retinol
(RBP4) y la lipocalina 2. Sin embargo, un na-
mero reducido de proteinas se han caracterizado
como reguladores centrales de la sensibilidad a
la insulina, del metabolismo energético corporal
y de su homeostasis (33).

Es importante destacar, que el tejido adiposo
visceral es el tejido que tiene mayor capacidad
de secrecion de adipocinas, y que su acumula-
cion representa un riesgo mayor para el desarro-
llo de disfunciones metabdlicas y cardiovascu-
lares (33-35). Se especula que el tejido adiposo
es capaz de secretar alrededor de 600 proteinas
diferentes, implicadas localmente en la modula-
cion de la adipogénesis y el metabolismo de los
adipocitos, asi como en la migracion de células
inmunes al tejido graso.

La diversidad de las adipocinas con relacion
a su estructura proteica y su funcion es notable.
Las adipocinas incluyen citocinas inflamatorias
clasicas como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), el factor inhibidor de la migracion de
macrofagos (MIF) y la interleucina 6 (IL-6); asi
como quimiocinas, como la proteina quimiotac-
tica de monocitos-1 (MCP-1) (36-38), ademas
de las proteinas relacionadas con el metabolis-
mo de lipidos y la homeostasis de la glucosa,
como la adiponectina y algunas otras implicadas
en la angiogénesis, como el factor de crecimien-
to vascular endotelial (VEGF) (39-41). Debido
a la abundancia de las adipocinas y su impor-
tancia en la regulacion de numerosos procesos
fisiologicos, se las considera como objeto de es-
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Fig.1. Regulacion de la homeostasis energética. Las sefiales hormonales regulan la ingesta y el gasto energético, la
insulina del pancreas, la colecistoinina secretada por el estdmago (CCK) y el péptido YY (PYY) del intestino
reducen la ingesta de alimentos al promover la activacion de las neuronas POMC/CART e inhibir las neuronas
NPY/AgRP. La grelina del estdomago y el intestino promueven el consumo de alimentos. La insulina, liberada
del pancreas después de una comida, estimula la captacion de glucosa en los tejidos periféricos a través de
transportadores de glucosa (Glut 2/4) y la captacion de acidos grasos libres (FFA, por sus siglas en inglés) del
torrente circulatorio. Al mismo tiempo, la insulina inhibe la produccion de glucosa y acidos grasos libres en el
higado. Las sefales centrales también actiian directamente sobre los 6érganos periféricos.

tudio para la identificacion y caracterizacion de
biomarcadores nuevos, asi como para la com-
prension de los mecanismos moleculares rela-
cionados con la acumulacion de tejido adiposo
(42-44).

Herramientas protedmicas comunmente
utilizadas en el estudio de la obesidad y el
sobrepeso

Las proteinas son las biomoléculas con ma-
yor abundancia y versatilidad funcional en los
organismos. La protedmica es el estudio del
conjunto de proteinas o proteoma de un organis-

mo o sistema, el cual comprende las diferentes
proteinas codificadas por los genes y que se ex-
presan en condiciones determinadas. Debido a
esto, la expresion de las proteinas es un proceso
altamente dindmico, que responde a los estados
fisiopatologicos de las células y los tejidos. El
estudio del proteoma, no sélo implica la iden-
tificacién de las proteinas y sus niveles de ex-
presion, sino también la caracterizacion de su
estructura, de las modificaciones postraduccio-
nales, la funcidn y localizacion subcelular, asi
como de las interacciones proteina-proteina y
proteina-DNA (45-48).

Investigacion Clinica 58(3): 2017
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Debido a la naturaleza multifactorial de la
obesidad, se conocen sélo algunos de los me-
canismos moleculares relacionados con esta
enfermedad, en los que estan implicadas diver-
sas proteinas que pueden estar alteradas en su
concentracion o en su funcion. Se han descrito
tres fenotipos con relacion a la obesidad y sus
complicaciones metabolicas o cardiovasculares:
obesos metabolicamente sanos, obesos con alte-
raciones metabolicas e individuos de peso nor-
mal con alteraciones metabdlicas, por lo que es
relevante desde el punto de vista clinico, reali-
zar estudios globales de los perfiles proteémicos
para la identificacion de proteinas diferenciales
en personas con y sin obesidad, asociada a dis-
funciones metabodlicas (49).

Es importante destacar que se han realizado
numerosos estudios con un abordaje protedmico
en muestras de tejido provenientes de modelos
animales con obesidad, los cuales han aportado
informacion relevante para esclarecer los me-
canismos moleculares implicados en esta en-
fermedad; sin embargo, es necesario considerar
las limitaciones de los modelos animales en la
interpretacion de los estudios y su extrapolacion
a la obesidad en los humanos.

En los Gltimos anos, se han desarrollado de
forma acelerada nuevas metodologias para el
andlisis protedmico a gran escala. Uno de los
avances mas notables en el campo de la pro-
teomica ha sido el uso de la espectrometria de
masas (MS), para la identificacion de proteinas
obtenidas a partir de muestras clinicas analiza-
das de forma directa, o de muestras en las que
las proteinas se separan previamente en un gel,
mediante electroforesis bidimensional (2DE) o
por cromatografia (46,50).

La técnica 2DE es una de las herramientas
mas utiles para la separacion de proteinas uti-
lizando dos de sus caracteristicas bioquimicas
mas representativas: el peso molecular y el
punto isoeléctrico. Existen en el mercado tiras
pre-fabricadas de acrilamida, las cuales favore-

cen la separacion y resolucion de proteinas en
un rango amplio de pH, a partir de concentracio-
nes variables de proteina (20 a 500 pg), segin el
tamafio de la tira (7 a 20 cm), por lo que a través
de este método pueden resolverse de 200 a 2000
proteinas en promedio, con un grado variable de
eficiencia, que depende del tipo de muestra y del
protocolo de lisis celular. Ademads, pueden ser
visualizadas isoformas distintas de una protei-
na y modificaciones postraduccionales como la
fosforilacion, debido a los cambios en el pun-
to isoeléctrico, que pueden tener las isoformas
de una proteina. En la actualidad, existen algu-
nas variaciones al método clasico de O Farrell
y Klose (51), en las cuales se pueden procesar
de manera simultdnea hasta tres muestras pre-
viamente marcadas con fluorocromos, previo a
la electroforesis bidimensional y analizadas en
el mismo gel, que es denominado 2D-DIGE y
posteriormente, mediante el uso de un software
especializado (DeCyder, GE Healthcare™), se
genera un panel bidimensional de cada muestra,
el cual puede superponerse para definir los pa-
trones de expresion diferencial (47, 52).

Otra herramienta para la separacion de pro-
teinas, que permite una cuantificacion y separa-
cion proteica mas precisa, es la cromatografia
liquida asociada a espectrometria de masas, la
cual separa las proteinas quimicamente a través
del uso de columnas que generan interacciones
hidrofobicas o hidrofilicas en presencia de un
solvente. Después de que la muestra atraviesa
la columna, se ioniza e ingresa al espectrometro
de masas, donde el vacio remueve los solventes
para que el detector determine la masa y produz-
ca un espectro de alta resolucion (53-55).

En la espectrometria de masas para la iden-
tificacion de una proteina, se realiza previamen-
te la digestion con tripsina, con el objetivo de
mejorar las medidas de precision de la masa en
el analisis de MS. Esta técnica permite la ioni-
zacion de la proteina o péptido y mide sus rela-
ciones masa-carga. Dos métodos de ionizacioén
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son empleados comunmente, el laser de des-
orcion /ionizacidn asistida por matriz (MAL-
DI) y la ionizacién por electrospray (ESI). El
analizador de tiempo de vuelo (TOF), se utiliza
mas comunmente en combinacion con la fuente
MALDI (56-58). En ambas técnicas, la mues-
tra se mezcla con una matriz liquida, en MAL-
DI-TOF ambas se co-cristalizan sobre una su-
perficie solida, donde la matriz se evapora. En
ESI, la matriz y la muestra se inyectan desde el
interior de un capilar metalico, al que se aplica
un potencial eléctrico que evapora los iones y
asi, son incididos sobre un detector para la gene-
racion de un espectro con valores de masa/car-
ga. Los espectros son posteriormente analizados
utilizando un software como Mascot, estableci-
do como un estdndar para la identificacion de
proteinas a partir de los datos obtenidos de la
espectrometria de masas (wWww.matrixscience.
com), el cual contiene algoritmos para determi-
nar la secuencia de los péptidos y asi permite
la identificacion de la secuencia primaria de las
proteinas (56-58).

La mayoria de los estudios validan la iden-
tificacion de las proteinas a través de técnicas
como western blot, inmunohistoquimica e in-
munohistofluorescencia, sin embargo, no hay
estandares internos perfectamente validados, lo
que podria conducir a una interpretacion erro-
nea de los resultados. Por otro lado, la proteémi-
ca cuantitativa, como el SILAC (Stable Isotope
Labeling with Amino acids in Cell culture), el
ICAT (Isotope-Coded Affinity Tags) o los mé-
todos libres de marcaje, utilizan estandares in-
ternos o is6topos marcados, los cuales se han
utilizado para el andlisis de secretomas (59). En
la Tabla I se muestran las ventajas y desventajas
del uso de las diferentes estrategias protedmicas
utilizadas para el estudio de la obesidad.

A partir de los datos obtenidos de la identifi-
cacion de proteinas, se pueden generar modelos
predictivos (andlisis in silico), utilizando como
herramienta las bases de datos internacionales

disponibles para algunos organismos. Utilizan-
do estas bases de datos se han logrado construir
redes metabolicas y moleculares que posibilitan
explorar e inferir mecanismos celulares funda-
mentales y su respuesta a diferentes tipos de
dafio, ademas de que permiten revelar el funcio-
namiento dindmico e interactivo de las protei-
nas. Las etapas principales para la realizacion de
estudios protedmicos se muestran en la Fig. 2.

Tipo de muestras

Actualmente, es posible realizar estudios
protedémicos de practicamente cualquier tipo
de muestra biologica. Se han realizado estudios
protedmicos en muestras de tejido adiposo vis-
ceral y subcutaneo, de células de sangre perifé-
rica, suero, plasma e incluso orina, provenientes
de individuos obesos y con peso normal (52). In-
dependientemente del tipo de muestra a analizar
por protedmica, es imprescindible almacenar las
muestras de forma correcta, sobre todo si se de-
sea evaluar modificaciones postraduccionales.
Normalmente, las muestras bioldgicas se alma-
cenan para su preservacion a -80°C, preferente-
mente en medios con inhibidores de proteasas.
Debido a que el acceso a muestras bioldgicas
de pacientes es limitado, es deseable contar con
biobancos que cumplan con la normativa esta-
blecida para garantizar la correcta clasificacion
y preservacion de las muestras (60).

Para que la realizacion de estudios proted-
micos en la clinica sea factible y extensiva, es
preferible usar fluidos como la sangre, ya que
son muestras bioldgicas de obtencion rutinaria
y que no implican procedimientos invasivos o
costosos. Sin embargo, la desventaja principal
de utilizar una muestra sanguinea para separar el
plasma o el suero, es que estos fluidos contienen
una gran cantidad de albimina e inmunoglobu-
linas. Estas proteinas corresponden al 95% del
total de la muestra, mientras que el 5% restan-
te pertenece a una variedad amplia de proteinas
como citocinas, hormonas, enzimas y proteinas

Investigacion Clinica 58(3): 2017
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) ) TABLAI ) )
TECNICAS COMUNMENTE EMPLEADAS PARA EL ANALISIS PROTEOMICO
EN ESTUDIOS RELACIONADOS CON EL SOBREPESO Y LA OBESIDAD
m]eats(;[fiagle (')gé?ca Caracteristicas Ventajas Desventajas

Electroforesis Separacion de proteinas con | Util para casi cualquier tipo | Concentraciones — reque-

bidimensional base en su peso molecular y | de muestra. ridas de proteina de 50-
punto isoeléctrico. Se requiere un software | 2000 mg.
Dos alternativas de procesa- | para el analisis de expre- | Numero reducido de pro-
miento de la muestra: sion global entre condicio- | teinas identificadas.
Tiras de acrilamida comer- | nes. Proteinas poco solubles o
ciales pre-fabricadas con | Identificacion de proteinas [ con rangos extremos de
rangos de pH y tamafio va- | en funcién de la reprodu- | pH no se visualizan.
riables. cibilidad, concentracion y | Lisis celular con alto con-
Elaboracion artesanal de ca- | resolucion de las proteinas. | tenido de sales que no se
pilares con acrilamida-bis [ Deteccion de isoformas con | puede procesar.
acrilamida con gradiente de | diferente punto isoeléctri-
pH. co, asociado a diferentes

niveles de fosforilacion.
2D-DIGE Separacion de proteinas con | Se utiliza un estandar inter- | Costosa.

2-D  Fluorescen-
ce Difterence Gel
Electrophoresis

base en su peso molecular
y punto isoeléctrico con la
utilizacion de fluorescencia
diferencial.

Dos alternativas de procesa-
miento de la muestra:

Tiras de acrilamida comer-
ciales pre-fabricadas con
rangos de pH y tamafio va-
riables.

Elaboracion artesanal de ca-
pilares con acrilamida-bis
acrilamida con gradiente de
pH.

Fluorocromos utilizados
para marcar las proteinas en
cada condicidon, se utilizan
fluor6foros CyDye DIGE.

no que elimina la variacion
entre geles.

No requiere réplicas téc-
nicas para confirmar dife-
rencias, ya que usa como
estandar interno la mezcla
conjunta de las muestras.
Pueden ser procesadas
muestras de dos condicio-
nes diferentes de manera si-
multanea en un mismo gel.
Se puede obtener una cuan-
tificacion relativa.

Requiere escaner y sof-
tware especifico (Decy-
der).

Las mediciones cuantitati-
vas son un factor de error,
debido a la sobrecarga de
estandares internos y a la
sobrenormalizacion, debi-
do a la calidad del gel, la
transferencia incompleta
de proteinas y al escaneo
incorrecto de los geles.

try

LC-MS

Shotgun Liquid
chromatography
mass spectrome-

Cromatografia liquida aco-
plada a espectrometria de
masas en tindem

Combina la separacion li-
quida de proteinas y el ana-
lisis por espectrometria de
masas.

Analisis de muestras con
baja concentracion de pro-
teinas.

Costosa.

Muestras sumamente
complejas en contenido
de proteinas, en los espec-
trogramas es dificil de de-
terminar m/z.

La separacion de las pro-
teinas es relevante para la
identificacion.
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Continuacion: TABLA I

labeling Isobaric
Tags for Relati-
ve and Absolute
Quantification

4-8 muestras simultaneas.
Puede identificar proteinas
con alta, mediana y baja
abundancia.

Se puede obtener la iden-
tificacion  simultanea de
cientos de proteinas.

Se pueden detectar modi-
ficaciones postraducciona-
les.

Se identifican proteinas aci-
das o basicas.

En la identificacion de pro-
teinas se requiere un sof-
tware convencional.

Estrategia B . .
metodologica Caracteristicas Ventajas Desventajas
iTRAQ Protedmica cuantitativa Informacion cuantitativa. | Costoso.
Stable  isotope Analisis multiple de hasta | La cuantificacion requiere

un software especializado
(ProQuant).

Se utiliza un software es-
pecializado para el ana-
lisis del control interno
(I-tracker).

La cuantificacion se basa
en la abundancia relativa
de la proteina en la mues-
tra.

{TRAQ2D-LC-nE-
SI-FTMS

Electrospray io-
nization/Liquid
chromatography—
mass spectrometry

Cromatografia liquida mul-
tidimensional acoplada a es-
pectrometria de masas.

Protedmica relativa

Con esta estrategia se po-
tencia la capacidad para
eliminar interferencias, au-
mentando la capacidad de
resolucion de los espectro-
gramas, mejorando la ca-
racterizacion de muestras
complejas.

Se manejan dos columnas
de separacion con diferen-
te temperatura y composi-
cion, controladas de forma
independiente.

En la identificacion de
proteinas se requiere un
software convencional.

Costoso.

La cuantificacion requiere
un software especializado
(ProQuant).

Se utiliza un software es-
pecializado para el ana-
lisis del control interno
(I-tracker).

La cuantificacion se basa
en la abundancia relativa
de la proteina en la mues-
tra.

SILAC

Stable isotope la-
beling with ami-
no acids in cell
culture

Incorporacion biologica de
nutrientes marcados isoto-
picamente para el analisis
cuantitativo de muestras.
Incorporan nitrogeno de
aminoacidos marcados iso-
todpicamente para su union a
proteinas durante el proceso
de sintesis.

Las células deben ser culti-
vadas para permitir la divi-
sion celular, de manera que
sean incorporados los ami-
noacidos isotopicos.

Util en el analisis del se-
cretoma de adipocitos en
cultivo.

Analisis so6lo aplicable a
cultivos celulares.
Fluidos corporales
pueden ser analizados.
Costoso.

no
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Continuacion: TABLA I

Estrategia
metodologica

Caracteristicas

Ventajas

Desventajas

Bioinformatica

Para analisis tedrico de las
proteinas identificadas
(Analisis in silico).

Disponibles bases de datos
gratuitas.

Permite hacer inferencias a
partir de informacion con
validez experimental so-
bre la estructura, funcion,
localizacion subcelular,
cambios en la expresion,
interaccién molecular, asi
como participacion en vias

No se dispone de informa-
cion experimental valida-
da de todas las proteinas
descritas en las platafor-
mas bioinformaticas, por
lo que la asociacion con
el proceso a analizar es
limitada.

de senalizacion.

citoplasmadticas y nucleares (61).

La abundancia de la albiimina y las inmu-
noglobulinas puede generar fondo en cualquier
analisis protedmico y enmascarar los cambios
significativos en las proteinas de interés. Estas
proteinas se pueden eliminar del suero usando
diversas metodologias, como la cromatografia
por columna, para favorecer la identificacion
de biomarcadores proteicos que tienen menor
nivel de expresion. No obstante, ya que la al-
bumina acarrea diversas proteinas, es posible
que, mediante la eliminacién de ésta, también
se eliminen de forma no intencional, proteinas
de interés relacionadas con la obesidad. Por otro
lado, los lipidos contenidos en el suero, frecuen-
temente estdn aumentados en personas obesas
y pueden enmascarar proteinas que pueden ser
potenciales biomarcadores. En algunos casos,
es necesario también eliminar los lipidos de las
muestras séricas (61,62).

Los resultados de los analisis proteémicos
comparativos de personas obesas en las dife-
rentes etapas de la enfermedad con respecto a
individuos con peso normal, pueden identificar
blancos terapéuticos potenciales, asi como bio-
marcadores de diagnostico o pronodstico. Se ha
sugerido que la identificacion de proteinas y la

caracterizacion de sus niveles de expresion en
suero, pueden ser Uutiles para la deteccion pre-
coz de alteraciones metabdlicas, incluso antes
de la aparicion de los sintomas. Por lo tanto, la
identificacion de proteinas en suero expresadas
diferencialmente, podria ser relevante para la
prevencion y el tratamiento de la obesidad, asi
como de las patologias asociadas con esta en-
fermedad.

Estudios de los cambios del perfil protedmico
relacionados con la obesidad y el sobrepeso

En los ultimos afios se han publicado diver-
sos trabajos con abordajes protedmicos en el
campo de la obesidad, estos estudios han permi-
tido identificar numerosas proteinas con niveles
de expresion diferentes en individuos obesos,
con respecto a individuos con peso normal. Los
trabajos mas destacados se describen a conti-
nuacion y se resumen en la Tabla II.

La obesidad y el incremento en los niveles
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), son
factores de riesgo conocidos para las enferme-
dades cardiovasculares, aunque el papel preciso
de los diferentes constituyentes de las LDL en
la obesidad no ha sido muy estudiado. En un
trabajo publicado por Karlsson y col. (63), se
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Obtencion y
preparacion de la .
muestra

Pasos opcionales

Separacién de -
proteinas L

Pasos
opcionales

Identificaciény
caracterizacion

Bioinformatica {

2D- Electroforesis / DIGE

Muestra(s): suero, tejido adiposo, plasma, etc.

Desalinizacion/ limpieza de las muestras

Lisado / Extraccion de proteinas

Eliminacién de proteinas abundantes

Enriguecimiento de proteinas

Cuantificacion de la concentracién de proteinas

Fraccionamiento de complejidad de proteinas

g u

Cromatografia liquida 1D-Electoforesis

g

Fraccionamiento de complejos peptidicos

Concentracion

4

Espectrometria de masas

4

Software y bases de datos

Fig.2. Esquema representativo de los principales pasos para desarrollar un estudio proteémico desde la preparacion
de la muestra, hasta el analisis bioinformatico de los resultados obtenidos.

analiz6 el proteoma de las LDL de adultos con
peso normal (IMC<25) y obesos (IMC=>30). Las
LDL fueron aisladas por ultracentrifugacion en
gradientes de densidad y las proteinas separadas
mediante 2D PAGE y posteriormente identifica-
das por MS y MALDI-TOF. Identificaron a la
transtiretina como una proteina relacionada con
las LDL y se encontré en mayor abundancia en
sujetos obesos. Ademas, las LDL de las perso-
nas obesas contenian relativamente mas Al-an-
titripsina, apoJ y apoC-II que las de personas
con peso normal. Por otro lado, las cantidades
relativas de apoA4 y de la isoforma mayor de
apoAl, asi como apoE, se encontraron en menor
proporcion en las LDL de los sujetos obesos; sin
embargo, esta diferencia s6lo se observo en su-
jetos del género masculino. Estos hallazgos su-
gieren que la obesidad no solo esta asociada con
un aumento de los niveles de colesterol LDL,

sino también con alteraciones en la composicion
de las proteinas de tipo LDL. La presencia de
transtiretina en las LDL de sujetos obesos puede
reflejar una nutricion excesiva y afectar el meta-
bolismo de lipidos.

La obesidad infantil es de los problemas
mas urgentes a resolver, ya que en las personas
que presentan obesidad en edades tempranas,
aumenta de forma significativa el riesgo para el
desarrollo de comorbilidades relacionadas con
la obesidad en la edad adulta. En el ano 2011,
Galata y col., publicaron un estudio (64) en
nifos preadolescentes obesos, en el que anali-
zaron el perfil protedmico de muestras séricas.
Encontraron que la expresion de las apolipo-
proteinas apoAl y apoE, fue significativamen-
te menor en nifios obesos y con sobrepeso en
comparacion con los nifios con un IMC normal,
mientras que la expresion de ApoA4 fue mayor
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TABLA 11
ESTUDIOS PROTEOMICOS CLASIFICADOS SEGUN EL TIPO DE MUESTRA
EMPLEADO PARA EL ANALISIS

Tipo de Herramientas

muestra proteémicas Hallazgos principales Ref
El analisis protedmico del tejido adiposo subcutaneo
2-DIGE y omental de obesos metabdlicamente sanos y con al-
PAGE.MALDI teraciones metabolicas, muestra cambios en proteinas (65)
Tejido adiposo MS/MS relacionadas con sistemas de defensa antioxidante, asi

como de proteinas chaperoninas y las relacionadas con
el estrés del reticulo endoplasmatico.

Las muestras de tejido adiposo subcutaneo y vis-
ceral de individuos obesos y con peso normal, tie-
nen una expresion diferencial entre ambos gru-
pos de individuos, encontrandose diferencias en la

carboxilesterasa 1, la ubiquitina carboxilhidroxilasa

2D-DIGE, . ey

L3, anexina 5 y a-cristalina, que muestran un aumento |  (69)
MALDI-TOF/TOF. - . . P

en expresion. Las proteinas circulantes que disminu-
yen en las personas obesas son la albtimina, fibrino-
geno, a-1 antitripsina, proteina del complemento C3
y transferrina.

El analisis protedmico del tejido adiposo visceral u
omental de personas obesas muestra una disminucion
2D-DIGE/MS en la expresion de proteinas relacionadas con el meta- (70)

bolismo oxidativo celular, como la transcetolasa y la
aminoacilasa-1 (ACY-1).

Se identificaron 30 proteinas expresadas de forma di-
ferencial, 9 presentaron una mayor expresion de forma
2D-DIGE/ comparativa entre obesos de diferentes edades. Las
MALDI-TOF proteinas identificadas fueron prohibitina 1, proteina | (71)
disulfuroisomerasa, PB-actina, profilina, aldo-cetorre-
ductasa 1, a-cristalina, y las anexinas A1, A5 y A6.

Se sometid a individuos obesos y con sobrepeso a res-
triccion calodrica por 5 semanas, las muestras de teji-
do adiposo subcutaneo abdominal antes y después de

2D-DIGE, la intervencidn tuvieron diferencias en los niveles de (72)
MALDI-TOF/TOF | expresion de las proteinas ApoAl, tubulina B5, ane-
xina A2, la proteina antioxidante 1(AOP1), FABP4 y
vimentina.
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Continuacion: TABLA 11

Tipo de
muestra

Herramientas
protedmicas

Hallazgos principales

Ref

1D-PAGE/MS/
MALDI-TOF

El ejercicio fisico intenso de 2 semanas puede inducir
cambios en el perfil protedmico en individuos obesos
y con sobrepeso; las proteinas relacionadas con infla-
macién cronica como 1L-6, MCP-1, TNF-a, ICAM-1
e IL-10, disminuyeron, sin embargo, no se detectaron
modificaciones en el IMC de los individuos analizados
o en la sensibilidad a la insulina.

(74)

Células
mononucleares
de sangre
periférica.

NanoLC-MS/MS

En este estudio se analizaron los mecanismos subya-
centes a la progresion de la obesidad y la posibilidad
de disminuirla con actividad fisica. Se identificaron 47
proteinas expresadas diferencialmente, de las cuales,
la trombospondina 1 (TSP1) aument6 su expresion,
mientras que la enzima histona deacetilasa 4 (HDAC4)
present6 una reduccion.

(75)

Suero

2-D PAGE, MS/
MALDI-TOF

2-D PAGE, MS/
MALDI-TOF

MARS/ mR-
PLC-MS/M

SuPrE-SEC/iTRAQ
2D-LC-nESI-
FTMS

La transtiretina, la Al-antitripsina, la Apo J, y la Apo
C-II estan elevadas en individuos obesos. En la obe-
sidad se aumentan los niveles de colesterol LDL y se
modifica la composicion de las proteinas de tipo LDL.

Reduccion de la expresion de la ApoAl y de la ApoE
en nifios obesos y aumento de la ApoA4, por lo tanto,
se presentaron cambios en el perfil proteémico de apo-
liproteinas séricas en nifios con sobrepeso y obesos.

Veinte proteinas se expresaron diferencialmente en-
tre mujeres metabolicamente sanas y con alteraciones
metabolicas; algunas proteinas diferenciales fueron
las subunidades de hemoglobina (HBAI, P5), la pro-
teina relacionada con haptoglobina (HPR) y las apoli-
poproteinas APOB100, APOA4, RBP4 y CRP.

Se analizaron muestras de hombres y mujeres con so-
brepeso y obesidad. Un total de 248 proteinas mos-
traron una modulacion significativa entre hombres y
mujeres, que se correlacionaron con vias asociadas
con B-estradiol, lipidos y metabolismo prostanoide,
funcion de la vitamina D, inmunidad e inflamacién y
con las cascadas de coagulacién y del complemento,
que sugieren un dimorfismo sexual a nivel molecular
relacionado con la obesidad

(63)

(64)

(66)

(68)
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Continuacion: TABLA II

Tipo de
muestra

Herramientas
protedmicas

Hallazgos principales

Ref

2D-PAGE y Western
Blot

2D-MS/MALDI-TOF

Se determin6 una correlacion entre los niveles de de-
ficiencia de vitamina D con la obesidad, la resisten-
cia a la insulina, los niveles de glucosa en ayunas y la
presion arterial de nifios obesos, en comparaciéon con
nifios sin deficiencia de vitamina D. Estas alteraciones
metabdlicas coincidieron con la expresion diferencial
de distintas isoformas de las proteinas adiponectina y
haptoblobina f. La isoforma de mayor peso molecular
de la adiponectina tiene una expresion menor en nifios
obesos deficientes de vitamina D; notablemente, la su-
plementacion con esta vitamina, mejora la sensibili-
dad a la insulina en estos nifos.

Se analiz6 el suero de preadolescentes obesos para de-
tectar las alteraciones metabolicas e identificar nuevos
biomarcadores potenciales y de expresion precoz. Los
hallazgos mas importantes indican que las isoformas
de la apoAl, y las proteinas apo-J/clusterina, la protei-
na de unidn a vitamina D y la transtiretina tienen una
expresion reducida en obesos con resistencia a la in-
sulina. También se observo que las isoformas de bajo
peso molecular de la haptoglobina se incrementan en
niflos obesos. En este estudio se identifico a la hapto-
globina como un biomarcador potencial en obesidad y
resistencia a la insulina, y a la apoAl de resistencia a
la insulina.

(76)

(77)

Plasma

Derivacion con O-hi-
droxilamina/RPC-
MS/MS/LC-MS/MS

Las proteinas VEGFR-2, MMP-1, MKK4 y la protei-
na del complemento C5 se encuentran carboniladas en
personas obesas, lo que indica la existencia de proce-
sos relacionados con estrés oxidante.

(67)

Orina

IEF/ SDS-PAGE/MS

La cirugia bariatrica y la restriccion calorica ocasio-
nan cambios en la excrecion de las proteinas albtimi-
na, transferrina, VAMP3 y RBP4.

(73)

en obesos en comparacion con los de peso nor-
mal. Esto sugiere que en nifios con sobrepeso y
obesos, los cambios en el perfil protedmico de
las apolipoproteinas séricas pueden identificarse
aun antes de que las alteraciones metabolicas se
manifiesten.

Esta bien documentado que la obesidad se
caracteriza por un estado inflamatorio sistémico
de bajo grado y por la disfuncion del tejido adi-
poso, factores que predisponen a los individuos
al desarrollo de resistencia a la insulina y a las

alteraciones metabolicas. Sin embargo, existen
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personas obesas metabdlicamente sanas (MHO,
por sus siglas en inglés). En la actualidad, se
desconocen los mecanismos moleculares res-
ponsables de la progresion de la resistencia a
la insulina en los adipocitos y que culminan en
un fenotipo de obeso no saludable. En el afio
2015, Diaz-Ruiz y col. (65), realizaron un es-
tudio protedmico en tejido adiposo subcutaneo
y omental de obesos metabdlicamente sanos y
con alteraciones metabolicas. El analisis pro-
teomico demostro que el perfil de proteinas
en ambos depositos de adipocitos es diferente,
especificamente, los grupos de proteinas que
se encontraban alterados, estaban relacionados
con el ciclo redox del glutation y otros sistemas
de defensa antioxidante, asi como las proteinas
de la maquinaria de plegamiento de polipépti-
dos y las relacionadas con el estrés del reticulo
endoplédsmico. En las personas con resistencia
a la insulina, las proteinas involucradas con la
regulacion proteosomal (via de degradacion
proteica), también se encuentran alteradas. Este
estudio proporciona evidencias de la desregula-
cion de la homeostasis de las proteinas en los
adipocitos, que junto con el dafio oxidativo, in-
terfieren con la sefializacion de la insulina en el
tejido adiposo.

Recientemente, en el afio 2016, Doumatey
y col. (66), publicaron un estudio que compard
el proteoma sérico de mujeres obesas con alte-
raciones metabolicas y con obesas metabolica-
mente sanas (MHO). Sus hallazgos mostraron
20 proteinas expresadas diferencialmente en
mujeres con alteraciones metabolicas; se encon-
tro la sobreexpresion de diversas subunidades de
hemoglobina (HBA1, P5), la proteina relaciona-
da con haptoglobina (HPR), las apolipoprotei-
nas APOB100 y APOAA4, la proteina RBP4 y la
proteina CRP, mientras que el fenotipo MHO se
asocio con niveles bajos de moléculas proinfla-
matorias y mayores niveles de biomarcadores
antiinflamatorios. Estos hallazgos sugieren que
un estado antiinflamatorio y la proteccion a la

desregulacion del metabolismo de lipidos fue-
ron las principales caracteristicas moleculares
del fenotipo MHO. Los biomarcadores candida-
tos para identificar el fenotipo MHO son los ni-
veles de expresion de las proteinas glicoproteina
a-2HS (AHSG), la RBP4 y la APOA4 (66).

La determinacion de cambios en las modi-
ficaciones postraduccionales, relacionados con
estados fisiopatologicos, es una de las areas de
mayor interés en el campo de la protedmica. La
carbonilacion de proteinas se considera como
un marcador de estrés oxidante. Ademas, exis-
ten evidencias que sugieren una vinculacion de
la carbonilacién de proteinas con la obesidad y
la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Bollineni y
col. (67), en el ano 2014, realizaron un estudio
de proteinas carboniladas en el plasma de indi-
viduos con peso normal y en obesos con y sin
diabetes. Se identificaron un total de 158 pro-
teinas carboniladas, de las cuales 52 fueron de-
tectadas en muestras de los tres grupos de estu-
dio. Notablemente, 36 proteinas carboniladas se
detectaron solo en individuos obesos con DM2,
mientras que 18 fueron detectadas en ambos
grupos de no diabéticos. Las proteinas carboni-
ladas identificadas se originan principalmente
en higado, plasma, plaquetas y endotelio; éstas
participan principalmente en la adherencia celu-
lar, sefializacion, angiogénesis y remodelacion
citoesquelética. Entre las proteinas carbonila-
das identificadas se encuentran el receptor del
factor de crecimiento vascular endotelial tipo 2
(VEGFR-2), la metaloproteasa-1 (MMP-1), la
proteina cinasa activada por mitogenos tipo 4
(MKK4) y la proteina del complemento CS5.

Se piensa que los perfiles proteémicos de-
ben mostrar las diferencias especificas de gé-
nero, considerando la etiologia molecular de la
obesidad. Para abordar esta interrogante, Al-Da-
ghri y col. en el afio 2014 (68), estudiaron el
perfil de proteinas séricas de individuos con so-
brepeso y en obesos, tanto de género masculino
como femenino. Un total de 248 proteinas mos-
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traron una modulacidn diferencial significativa
entre hombres y mujeres, que se incluyen en las
vias asociadas con B-estradiol, metabolismo de
lipidos y prostanoide, funcion de la vitamina
D, inmunidad e inflamacion y en las cascadas
de coagulacion y del complemento. Este nuevo
perfil protedmico endofenotipico muestra dife-
rencias especificas asociadas al género, confir-
mando los resultados de estudios fisioldgicos y
farmacologicos previos, que exploran al dimor-
fismo sexual a nivel gendmico y transcriptomi-
co en células y tejidos. Debido a la naturaleza
multifactorial y pleiotrdpica de la obesidad, que
muestra un dimorfismo sexual en el proteoma
circulante, es importante considerar el dimorfis-
mo sexual en el disefio de estudios clinicos (68).

Se ha descrito que existen diferencias mini-
mas en el perfil protedmico del tejido adiposo
obtenido de depositos subcutaneo o visceral de
pacientes obesos. Insenser y col. en el afio 2012
(69), describieron que las proteinas fibrindgeno
y osteoglicina tienen una expresion diferencial
entre ambos depositos. Sin embargo, las dife-
rencias en el perfil protedmico del tejido adiposo
son evidentes independientemente de su distri-
bucion corporal, cuando se comparan indivi-
duos obesos con respecto a los de peso normal.
Las principales proteinas expresadas de forma
diferencial entre ambos grupos de individuos
son la carboxilesterasa 1, la ubiquitina carboxil-
hidroxilasa L3, la anexina 5 y la a-cristalina,
que muestran un aumento en su expresion. En
contraste, las proteinas circulantes que disminu-
yen en las personas obesas son la albumina, el
fibrindgeno, la a-1 antitripsina, la proteina del
complemento C3 y la transferrina (69).

En el afio 2012, Pérez-Pérez y col. (70),
realizaron un analisis proteémico del tejido adi-
poso visceral u omental de personas obesas y
encontraron una disminucion en la expresion
de proteinas relacionadas con el metabolismo
oxidativo celular. Las proteinas mitocondriales
que disminuyen son las relacionadas con la oxi-

dacion de acidos grasos, el ciclo de Krebs y de
la cadena respiratoria. Ademas, también exis-
ten cambios en la expresion de citoqueratinas,
que podrian ser explicados por la remodelacion
y cambios morfoldgicos que ocurren en el teji-
do adiposo, como consecuencia de la obesidad.
De este analisis, se concluye que dos proteinas
muestran una expresion diferencial evidente: la
transcetolasa y la aminoacilasa-1 (ACY-1).

La obesidad y el envejecimiento afectan el
metabolismo de los adipocitos y la distribucion
de grasa en los depositos subcutaneos y visce-
rales. Ademas, de que ambos efectos pueden
conducir a la resistencia a la insulina, las enfer-
medades cardiovasculares y la aterosclerosis.
En el afio 2013 Alfadda y col. (71), analizaron
el perfil de expresion de proteinas en el tejido
adiposo subcutaneo de personas obesas y lo co-
rrelacionaron con la edad. A través del analisis
en 2D-DIGE acoplado a MALDI-TOF, estos
autores identificaron 30 proteinas expresadas de
forma diferencial, de las cuales 13 fueron ana-
lizadas y de éstas, 9 presentaron una mayor ex-
presion de forma comparativa entre obesos de
diferentes edades. Las proteinas identificadas
fueron prohibitina 1, proteina disulfuroisome-
rasa, B-actina, profilina, aldo-cetorreductasa 1,
a-cristalina, y las anexinas Al, A5 y A6. No-
tablemente, estas proteinas estan involucradas
en la regulacion de la apoptosis, senescencia
celular y en la respuesta inflamatoria, procesos
patologicos comunes en la obesidad y el enve-
jecimiento.

Es indudable que el perfil protedémico de
los individuos se modifica dependiendo de su
estado de salud-enfermedad, como ocurre con
la obesidad. Sin embargo, resulta interesante
evaluar si las intervenciones para disminuir el
peso en las personas con obesidad, pueden re-
vertir las alteraciones en la expresion de ciertas
proteinas o bien determinar si estos cambios son
mas duraderos, debido a la memoria metabolica
ocasionada por cambios epigenéticos.
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En un estudio realizado en el afio 2009 (72)
Bouwman y col. sometieron a individuos obe-
sos y con sobrepeso a una restriccion caldrica
durante 5 semanas. Al analizar el tejido adiposo
subcutaneo abdominal, se observaron diferen-
cias en los niveles de expresion de las protei-
nas apoAl, tubulina B5, anexina A2, la proteina
antioxidante 1 (AOP1), la proteina de unién a
acidos grasos 4 (FABP4) y vimentina.

Uno de los tratamientos disponibles en la
actualidad para la obesidad morbida es la ci-
rugia bariatrica. Esta intervencion es capaz de
disminuir de forma drastica el IMC, el riesgo de
padecer diabetes tipo 2 y las alteraciones cardio-
vasculares. Sin embargo, debido al costo de la
cirugia y a las posibles complicaciones quirur-
gicas, la primera estrategia utilizada para com-
batir la obesidad es la restriccion calorica. En
un estudio publicado por Alfadda y col. (73), se
encontré6 que ambas estrategias utilizadas para
disminuir el IMC ocasionan cambios en la ex-
crecion de las proteinas albumina, transferrina,
la proteina vesicular asociada a membrana 3
(VAMP3) y la RBP4, las cuales fueron evalua-
das en la orina.

Se ha reportado que un esquema de ejercicio
fisico intenso de tan s6lo 2 semanas, puede in-
ducir cambios en el perfil protedmico en indivi-
duos obesos y con sobrepeso, aunque es impor-
tante evaluar el tiempo de permanencia de estos
cambios. En este estudio se determind que des-
pués de 6 o 7 sesiones de ejercicio intenso, las
proteinas relacionadas con inflamacion cronica
como IL-6, MCP-1, TNF-a, ICAM-1 ¢ IL-10,
tienen una disminucion notable, al igual que la
sintetasa de acidos grasos (FAS). Por otro lado,
la proteina anexina 2 en el tejido adiposo, tam-
bién presentd un patréon de expresion distinto
antes y después de la activacion fisica. A pesar
de estos cambios, no se detectaron modificacio-
nes en el IMC de los individuos analizados o en
la sensibilidad a la insulina (74).

En el afio 2013, Abu-Farha y col. (75), pu-

blicaron un estudio en el que realizaron analisis
protedmico de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP). Las muestras de CMSP se
obtuvieron de individuos con peso normal y
obesos, con la finalidad de identificar y cuanti-
ficar las proteinas expresadas diferencialmente
entre ambos grupos. En este estudio se analiza-
ron los mecanismos subyacentes a la progresion
de la obesidad y la posibilidad de disminuirla
con actividad fisica. Se identificaron 47 protei-
nas expresadas diferencialmente, de las cuales,
la trombospondina 1 (TSP1) aumento su expre-
sidon, mientras que la enzima histona deacetilasa
4 (HDAC4) presentd una reduccion. Los pa-
cientes fueron nuevamente evaluados después
de 3 meses de actividad fisica supervisada, y en-
contraron que los niveles de expresion de TSP1
y HDAC4 se revirtieron, observandose niveles
de expresion similares a los presentes en suje-
tos con peso normal. Derivada de este hallaz-
go, surge la posibilidad de utilizar farmacos que
modulen la actividad de la HDAC4 para comba-
tir la obesidad.

Es indiscutible que el estado nutricional tie-
ne un papel relevante en las alteraciones meta-
bolicas relacionadas con la obesidad. En el afio
2013, Walker y col. (76), publicaron un estudio
que relaciona la deficiencia de vitamina D con
alteraciones en el perfil protedmico de nifios
obesos. De manera interesante, encontraron una
correlacion entre los niveles de vitamina D con
la obesidad, la resistencia a la insulina, los ni-
veles de glucosa en ayunas y la presion arterial
de nifios obesos, en comparacion con nifios con
niveles normales de vitamina D. Estas alteracio-
nes metabolicas coinciden con la expresion di-
ferencial de distintas isoformas de las proteinas
adiponectina y haptoglobina B. La isoforma de
mayor peso molecular de la adiponectina tiene
una expresion menor en nifios obesos con defi-
ciencia de vitamina D; notablemente la suple-
mentacion con esta vitamina, mejora la sensibi-
lidad a la insulina en estos nifios (76).
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Uno de los objetivos primordiales de las in-
vestigaciones en el area de la obesidad, es iden-
tificar biomarcadores precoces de sindrome me-
tabdlico u otras complicaciones metabolicas y
cardiovasculares, con la finalidad de disenar es-
trategias preventivas y terapéuticas novedosas.

Con respecto a abordajes protedmicos para
la busqueda de biomarcadores, Martos-Moreno
y col. en el afio 2014 (77), analizaron el sue-
ro de preadolescentes obesos para detectar las
alteraciones metabolicas e identificar nuevos
biomarcadores potenciales y de expresion pre-
coz. Los hallazgos mas importantes indicaron
que las isoformas de la apolipoproteina Al, y
las proteinas apo-J/clusterina, la proteina de
union a vitamina D y la transtiretina tienen una
expresion reducida en obesos con resistencia a
la insulina. La resistencia a la insulina se revir-
tid parcialmente después de la pérdida de peso
en estos pacientes. También observaron que las
isoformas de bajo peso molecular de la hapto-
globina se incrementan en nifios obesos. En este
estudio se identifico a la haptoglobina como un
biomarcador potencial en obesidad y resistencia
a la insulina, y a la apoAl de resistencia a la
insulina. De hecho, la apoA1l y la haptoglobina
se validaron mediante un ensayo inmunoenzi-
matico (ELISA), para confirmar su importancia
clinica como potenciales biomarcadores, para
determinar alteraciones metabolicas de inicio
temprano en la obesidad y de resistencia a la in-
sulina en la infancia.

En el campo de la obesidad, los estudios
protedmicos globales realizados en los ultimos
afos aun son escasos, con la desventaja de que
los andlisis han sido realizados en un nimero
reducido de muestras. Las muestras mas utili-
zadas provienen de tejido adiposo y suero, por
la facilidad de su obtencion. A pesar de la diver-
sidad en los grupos poblacionales estudiados,
la edad de los participantes en los protocolos y
las intervenciones para disminuir el IMC o para
aminorar la resistencia a la insulina, existen

proteinas que tienen una expresion consistente
entre los individuos con sobrepeso y obesidad.
Los estudios revisados indican que las proteinas
anexina A2 y la ApoAl, tienen una distribucion
mas generalizada y una expresion diferencial
en los individuos con obesidad, con respecto a
los sometidos a intervenciones para disminuir el
IMC o sujetos con peso normal.

La anexina A2 (ANX2) es una proteina que
pertenece a una familia de proteinas de unioén
a membrana, con la capacidad de asociarse con
fosfolipidos anionicos en presencia de Ca*" y
contribuye a la formacion de los canales de io-
nes, proporcionando asi un vinculo entre la se-
nalizacion de Ca*" y la membrana celular (78).
Asi como otros miembros de la familia de las
anexinas, la ANX2 regula diversas funciones
dentro de diferentes compartimientos celulares
y también puede ser secretada (79,80). Se ha
demostrado que la ANX2 de la membrana ce-
lular forma complejos con otras proteinas, que
a su vez estan implicadas en la fibrinolisis, la
coagulacion y la inflamacion (81,82). Reciente-
mente, se demostré que ANX2, en conjunto con
la prohibitina, pueden formar complejos que fa-
vorecen el transporte de acidos grasos desde el
endotelio vascular a los adipocitos (83).

En lo que respecta a la apolipoproteina Al
(ApoAl), ésta es la proteina mas abundante de
las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Se ha
descrito que la disminucién en los niveles de
HDL y apoAl se asocia con la obesidad y el sin-
drome metabolico en humanos. Esta proteina
también funciona como un factor antiinflamato-
rio (84,85).

Notablemente, las proteinas anexina 2 y
ApoAl estdn relacionadas con procesos in-
flamatorios; esto es consistente con la nocion
general de que la obesidad es una enfermedad
que se caracteriza por una inflamacién crénica
de bajo grado. Ambas proteinas también estan
implicadas en la regulacion y transporte de lipi-
dos, lo que favorece la acumulacion excesiva de
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tejido adiposo que conduce a la obesidad.

Conclusiones y perspectivas

Debido a que la obesidad es una enfermedad
multifactorial y compleja que se asocia con di-
ferentes comorbilidades, es importante conocer
los diferentes perfiles de expresion de proteinas
que pueden estar implicadas en el metabolismo
y gasto energético: las relacionadas con la in-
flamacion cronica, las que participan en la se-
fnalizacion y los receptores involucrados en la
regulacion del apetito y la saciedad, entre otras.

Los abordajes protedmicos se utilizan cada
vez mas en un mayor numero de estudios basi-
cos y clinicos, ya que, debido a su enfoque glo-
bal, permiten obtener de forma simultanea una
enorme cantidad de informacion. Por otro lado,
presentan ventajas sobre otro tipo de estudios,
como los gendmicos o transcriptomicos, ya que
permiten evaluar cambios no codificados en el
DNA, como las modificaciones post-traduccio-
nales. El estudio comparativo de los perfiles
protedmicos de pacientes obesos con respecto
a individuos con peso normal, indudablemente
permitira el hallazgo de nuevos biomarcadores
y posibles blancos terapéuticos.

El descubrimiento de biomarcadores tem-
pranos relacionados con el desarrollo de altera-
ciones metabdlicas asociadas con la obesidad,
es dificil y sigue siendo un reto a superar, debi-
do a la complejidad y diversidad de las muestras
empleadas, como el suero, otros fluidos corpo-
rales o tejido adiposo, asi como al amplio rango
dinamico de las concentraciones de proteinas.
La mayoria de los estudios de biomarcadores
realizados hasta el momento, convergen en un
conjunto reducido de proteinas que se identifi-
can repetidamente en la mayoria de los estudios
y que representan s6lo una proporcion pequeia,
pero de mayor abundancia de todo el proteoma.
Para eliminar este problema, se requiere una
preparacion eficiente de la muestra para reducir
la complejidad y enriquecer los componentes

de menor abundancia, mientras se eliminan los
mas abundantes. El procesamiento y analisis de
datos protedmicos es un procedimiento comple-
jo que incluye numerosos pasos. Las técnicas
protedmicas acopladas al analisis por MS se uti-
lizan ampliamente, pero la MS continua siendo
el principal problema para muchos estudios de
protedmica con muestras numMerosas.

A pesar del progreso notable de la protedmi-
ca en los ultimos 15 afios, con el desarrollo de
técnicas mas sensibles y rapidas, en lo que res-
pecta a la protedmica clinica cuantitativa, que
tiene como objetivo principal el descubrimiento
de biomarcadores, no se ha logrado un avance
significativo. Se han descrito cientos de protei-
nas o péptidos como biomarcadores potenciales,
sin embargo, s6lo un niamero reducido de estos
biomarcadores candidatos son validados final-
mente. Este problema se extiende a toda el area
biomédica y no es exclusivo de la investigacion
relacionada con la obesidad.

Los estudios protedmicos, ya sea con el
objetivo de identificar nuevos biomarcadores
o para la caracterizacion de complejos de pro-
teinas involucradas en una enfermedad, generan
informacion a gran escala que posteriormente
es necesario analizar por medio de herramien-
tas bioinformaticas. Mediante éstas se pueden
generar modelos de prediccion de los cambios
en la secuencia, estructura, funcion, localiza-
cion subcelular, asi como de las interacciones
moleculares que pueden estar asociadas a proce-
sos celulares relacionados con las alteraciones
metabolicas. Para determinar su utilidad clinica,
es imprescindible que sean validados funcional-
mente usando modelos adicionales o analizando
poblaciones vulnerables o control. La validacion
funcional de las proteinas previamente identifi-
cadas por medio de técnicas protedmicas, ya sea
in vitro y/o con el uso de modelos animales de
obesidad, permitird la caracterizacion de inte-
racciones entre grupos de proteinas y una mejor
comprension de los mecanismos moleculares
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que subyacen a una enfermedad multifactorial y
compleja como la obesidad. Sin embargo, en la
actualidad la mayoria de los estudios protedmi-
cos son solamente descriptivos y se reducen a la
identificacion de nuevas proteinas y a la valida-
cion de su identificacion.

La principal limitante en la caracterizacion
de los mecanismos moleculares relacionados
con disfunciones metabolicas, es la ausencia de
un enfoque integral que pueda correlacionar los
hallazgos proteémicos con el resto de las dis-
ciplinas y técnicas “Omicas”: la transcriptomi-
ca (estudio de la totalidad de RNA mensajero o
transcritos en un organismo), la genémica (es-
tudio del conjunto de genes en un sistema bio-
logico) y la metabolomica (estudio de los pro-
cesos quimicos que involucran metabolitos). Es
imprescindible un analisis global con la finali-
dad de tener una perspectiva funcional integral,
pero, para conseguir este objetivo se requiere un
trabajo interdisciplinario y herramientas bioin-
formaticas mas eficientes.

Es incuestionable que el analisis protedomi-
co permite la apertura de directrices novedosas
para el entendimiento de mecanismos molecu-
lares relacionados con alteraciones metabdli-
cas, los datos derivados de la identificacion de
proteinas seran la plataforma que posibilitara
inferir el funcionamiento dinamico e interactivo
de las proteinas asociadas con la obesidad y sus
comorbilidades.
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