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SUMMARY

1. MULTI-OMIC ANALYSIS OF DEGENERATIVE AORTIC STENOSIS:
MOLECULAR PROCESSES DRIVING CALCIFICATION AND THE ROLE
OF UNDERLYING ATHEROSCLEROSIS

1.1. INTRODUCTION

Aortic stenosis is characterized by an abnormal narrowing of the aortic valve (AV)
opening, producing a blockage of the blood flow from the left ventricle into the aorta.
Degenerative aortic stenosis (DAS) is the most common valvular disease in elder
population and remains the main cause of aortic valve replacement in developed

countries.

Traditionally, this disease had been considered as a consequence of the aging process of
the valve. However, recent studies have provided evidence that inflammation plays a
key role in the physiopathology of DAS, as well as classical cardiovascular risk factors
such as hypertension, hypercholesterolemia, diabetes, smoking, age or sex. Besides,
DAS lesion and atherome plaque share histopathological behaviours at initiation, which

suggests a deep relationship of atherosclerosis and DAS.

We propose here a multi-omic analysis of DAS using, on one side, a rabbit animal
model of the disease to decrease inherent variability of patients” analyses. On the other
side, we have recruited human samples from transplants, aortic regurgitation (AR) and
DAS patients to perform metabolomic and proteomic analyses. Besides, we have used a
differential proteomic approach using AV tissue from these three different origins from
patients with and without atherosclerosis, which has allowed us to deepen in the

relationship between DAS and atherosclerosis.

1.2. AIM

The aim of this study was to perform a comprehensive study of the molecular

mechanisms taking place in the AV during calcification. Furthermore, we sought to



deepen in the relationship between atherosclerosis and DAS, searching for similarities

and divergences between both processes.

1.3. MATERIAL AND METHODS
1.3.1. ANIMAL MODEL OF DAS

Male New Zealand White rabbits were fed ad libitum with 1% cholesterol-enriched-diet
+ 50,000 IU vitamin D, for 12 weeks. Additionally, rabbits fed with normal rabbit chow
were used as controls. The model was monitored through blood analysis and
echocardiographic measures to secure an adequate disease development. After
sacrificed, AVs were extracted, lysed and analyzed by 2D-DIGE. Histological analysis

confirmed AV degeneration in treated animals.

1.3.2. MULTI-OMIC ANALYSIS OF HUMAN SAMPLES

1.3.2.1. Plasma analyses

Plasma samples from patients with DAS and patients with AR were analyzed using 2D-

DIGE and GC-MS.

For the proteomic analysis, plasma from 6 DAS patients and 6 AR patients, as controls,
were isolated. These samples were immunodepleted using the immunoaffinity column
MARS-14 (Agilent technologies). Proteomic analysis of fractionated plasma was
performed by 2D-DIGE, seeking to identify low dynamic range proteins involved in the

disease process.

To perform the metabolomic analysis of plasma samples by GC-MS, acetonitrile was
used to precipitate proteins. Then, supernatants were dried and derivatized prior to the

injection in the mass spectrometer.

1.3.2.2. Tissue analyses

We performed two different approaches to characterize AV with DAS: molecular

histology using MALDI-IMS and differential proteomics using 2D-DIGE.

Histological sections from 3 regions of a stenotic AV with increasing damage level

were used in this experiment. Samples were delipidized, dried onto a vacuum chamber

18



and subjected to the spray procedure prior to the analysis using a MALDI-TOF

spectrometer.

Finally, we performed two different 2D-DIGE experiments. In a first experiment, 2D-
DIGE was used to analyze differences in stenotic valves and non-stenotic valves from
AR patients. Additionally, a second experiment was performed using 6 different groups
of valves: transplant, AR and DAS, with and without atherosclerosis in all cases. After
statistical analysis (Student’s T-test or ANOVA with Tukey correction, depending on
the case), spots of interest were identified using MALDI-TOF/TOF analysis.

1.4. RESULTS AND DISCUSSION
1.4.1. ANIMAL MODEL OF DAS

The existence of DAS was assessed using transthoracic echocardiography, which shows
higher transvalvular gradient and thickening of the AV in the rabbits with special diet
(pathological group). Moreover, these animals have increased plasma levels of calcium,

triglycerides and cholesterol.

After 2D-DIGE analysis, 15 spots with altered expression levels (average ratio >1.5 or
<-1.5 and p-value <0.05) were found altered. Eight spots, corresponding to 8 proteins,
were identified using MALDI-TOF/TOF analysis. Among identified proteins, a cardiac-
tissue specific subgroup of cytoskeleton proteins was found, which may be involved in
the osteoblastic differentiation of VICs and in endothelial dysfunction. Besides, we have

found proteins related to endoplasmic reticulum stress, hypoxia and inflammation.

1.4.2. MULTI-OMIC ANALYSIS OF HUMAN SAMPLES

1.4.2.1. Plasma analyses

Proteomic and metabolomic approaches and the subsequent integration of these data can
provide interesting information of the altered pathways in the organism. Besides, as
plasma is an accessible sample, differences found in this fluid are candidates with

potential use as biomarkers of disease.

In the 2D-DIGE analysis, we have found 24 spots with differences in their expression
(1.5-fold and p-value <0.05). Twenty-one spots were identified, corresponding to 12

different proteins. After classification according to their function, main differences
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found were associated to coagulation, lipid transport, inflammation and immune

response processces.

The metabolomic study showed 19 altered metabolites, all of them increased in the
DAS group. Changes pointed out alterations related to hypoxia, which implied
adaptations in the energetic metabolism, but also to matrix remodeling, coagulation,

oxidative stress and lipid metabolism.

All together, these results highlighted common altered processes in the plasma from

DAS patients, such as coagulation, adaptation to hypoxia and lipid metabolism.

1.4.2.2. Tissue analyses

For MALDI-IMS experiment, 3 different regions from the same AV were analyzed.
Consecutive sections were stained to localize elastic fibers, collagen, lipids,

myofibroblasts and macrophages.

This methodology generates molecular profiles and two-dimensional ion density maps
of peptide signals directly from the surface of the histological sections, which were
submitted to unsupervised statistical analyses to check the existence of different

molecular zones inside each region.

We found coincidences between regions found using histological techniques and the
molecular regions defined by MALDI-IMS. Nevertheless, we have also found structures
at a molecular level that may be involved in the development of the disease, which were

not detectable using routine histological techniques.

Finally, two different 2D-DIGEs were performed. In the first study, we compared AV
tissue from DAS patients and from AR patients. In this case, 32 spots were found
differentially expressed (1.5-fold and p-value <0.05). We identified 11 different proteins
related to calcification, matrix remodeling, oxidative stress and immune response. A fter
principal component analysis (PCA) and hierarchical clustering, AR valves were found

to separate into two different groups according to atherosclerosis incidence.

Taking these results into account, a new study using AV from transplant, AR and DAS

patients, with and without atherosclerosis in all cases, was designed. As expected, after
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statistical analysis, the greater differences were found when comparing diseased valves
(DAS and AR) with control valves from transplants. On the other hand, different
patterns of expression exist between valves with and without atherosclerosis, with lower
differences between groups when comparing patients with underlying atherosclerosis.
The results of this study pointed out that atherosclerosis may induce equivalent
molecular processes in the AV, independently of its level of affectation, probably via

circulating factors.
1.5. CONCLUSIONS

The use of an animal model has allowed us to study DAS in this species in a controlled
ambient, without differences due to external factors and cardiovascular risk factors. We
have primarily identified alterations related to cytoskeleton, hypoxia and endoplasmic

reticulum stress.

The combination of proteomic and metabolomic studies of human plasma from AR and
DAS patients has shown major differences in coagulation and hypoxia adaptation.
Besides, lipid transport and oxidative stress related molecules appear altered in both

experiments.

Analysis using MALDI-IMS has allowed us to study the superficial peptides
distribution of the AV tissue, showing better resolution than the one achieved using

routine histological techniques.

Differences in calcification processes, oxidative stress, inflammation and immune
response have also been found in the differential proteomic analysis of AV tissue from

AR and DAS patients, according to plasma results.

In spite of the fact that the AV from AR patients is not calcified, many differences exist
between these valves and AV from transplants, suggesting that this tissue is suffering
activation of inflammatory processes although it is not apparently damaged.
Furthermore, inflammation and immune response are more severe in valves from DAS

patients, which also show many alterations related to matrix remodeling.

The presence of atherosclerosis affects the AV, leading to equivalent molecular

processes in the valve and the arteries, even if the AV is apparently healthy.
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INTRODUCCION

1. LA VALVULA AORTICA. BIOLOGIA Y FUNCION

La valvula aodrtica (VA), una de las cuatro valvulas del corazon, se encuentra situada en
la raiz adrtica, entre el ventriculo izquierdo (V1) y la arteria aorta, regulando el flujo de
sangre hacia la aorta durante la sistole e impidiendo su retorno hacia el ventriculo

durante la diastole.

1.1. ESTRUCTURA DE LA VALVULA AORTICA

Esta formada por tres valvas en forma de nido de golondrina, que se insertan en la union
ventriculo-arterial, y por una estructura que la aloja compuesta por un anillo (zona de
insercion de los velos con forma de corona de tres picos), los senos de Valsalva
(dilataciones entre la pared de la arteria aorta y las valvas semilunares de la valvula
aortica; en dos de estos senos se originan las arterias coronarias) y la unién sinotubular
(cinturon distal rico en fibras elasticas que separa la raiz y la aorta ascendente), de
forma que la disfuncion de cualquiera de estas partes puede alterar la funcion de la VA

(1, 2) (Figura I.1.).

Union Sinotubular

Union ventriculo-

arterial

Figura 1.1. La valvula adrtica. Estructura del arco aértico en el que se observan los senos de Valsalva
(1) y las valvas con forma de nido de golondrina (2). Toda la estructura se encuentra situada entre la

arteria aorta (3) y el ventriculo izquierdo (4) (adaptado de Kasel y col. (3) y Piazza y col. (4)).



Histologicamente, las valvas de la VA estan recubiertas de una capa de células
endoteliales valvulares (VECs, Valvular endothelial cells) y consta de tres capas
internas formadas por células intersticiales (VICs, Valvular interstitial cells), entre las
que se pueden encontrar fibroblastos, células mesenquimales, células musculares lisas
(menos de un 5%) y miofibroblastos (2, 5, 6) (Figura 1.2.). Las tres capas que la

componen son las siguientes:

1) Capa fibrosa: situada en el lado adrtico de la valva. Estd compuesta por un
centro denso de colageno, responsable de la integridad mecanica de la valvula, y
fibroblastos.

2) Capa esponjosa (spongiosa): porcion central de tejido conectivo laxo formada
por fibroblastos, células mesenquimales y matriz rica en polisacaridos. Ademas
de proporcionar elasticidad y plasticidad al tejido, actia como amortiguador
reduciendo las vibraciones asociadas al cierre de la valvula.

3) Capa ventricular (ventricularis): situada en el lado ventricular de la valva, esta
constituida por tejido conjuntivo denso con muchas capas de fibras elasticas

distribuidas radialmente.
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Figura L1.2. Capas celulares de la valvula aértica. A la izquierda representacion esquematica de las
capas: Endotelio formado por VECs (1 y 8); fibrosa, constituido por VICs (2) y colageno (3); esponjosa,
compuesta por VICs (4) y glucosaminoglicanos (5); y ventricular, con VICs (6) y fibras elasticas (7)

(adaptado de (5)). A la derecha, tincion histologica de una seccion de valvula aortica (adaptado de Schoen

y col. (7)).
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Las VICs son las encargadas de producir y reparar la matriz extracelular secretando el
colageno, la elastina y los glucosaminoglicanos necesarios para mantener la fuerza y
elasticidad de la valvula. Por su parte, las VECs presentan una importante funcion en el
mantenimiento de la homeostasis de la sangre regulando la permeabilidad, la
produccion de sustancias anticoagulantes y antitrombogénicas, el flujo sanguineo y la

respuesta inmune, entre otras funciones (5).
1.2. FUNCION DE LA VALVULA AORTICA

En condiciones normales, las valvas de la VA se acoplan perfectamente cuando se
cierran en didstole y se abren totalmente en la sistole. La VA sélo se abre cuando la
presion del VI es mayor que la de la aorta, de forma que la sangre es expulsada desde el
VI hacia la aorta durante la sistole ventricular. Después de esta contraccion, el VI se
relaja mientras la presion disminuye gradualmente hasta estar por debajo de la presion
de la aorta. En este momento, la VA se cierra, evitando que la sangre en la aorta vuelva

al VI durante la diastole (8).

2. VALVULOPATIAS AORTICAS: DIFERENCIAS ENTRE INSUFICIENCIA
Y ESTENOSIS

A)Normal B) Insuficiencia C) Estenosis

-

- —
y 1) P TN an

Figura 1.3. Diferentes valvulopatias. Esquema representativo de una valvula normal (A) comparada con

valvulas afectadas de IA (B) y EA (C).

Las valvulopatias son enfermedades de diversa etiologia que afectan a una vélvula
cardiaca, ya sea morfologica o funcionalmente. La pérdida de integridad de la valvula

puede producir una obstruccion del flujo sistolico sanguineo hacia la aorta (estenosis),
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una regurgitacion hacia el ventriculo durante la didstole (insuficiencia) o bien una

combinacion de ambas (9).

En la insuficiencia adrtica (IA), cuando la presion en el ventriculo izquierdo cae por
debajo de la presion de la aorta, la valvula adrtica no es capaz de cerrarse
completamente, ya sea debido a alteraciones del tejido valvular o de la pared adrtica
(Figura 1.3.B). Esto provoca un reflujo de sangre desde la aorta hacia el ventriculo
izquierdo durante la diastole (regurgitacion). Puede presentarse de forma aguda como
consecuencia de una diseccion aodrtica, endocarditis infecciosa o traumatismo toracico
con rotura valvular, pero es poco habitual. De forma mas frecuente, es una enfermedad
de curso cronico debida a la dilatacion de la raiz adrtica o a la presencia de valvula
bictspide, entre otras (10). La regurgitacion adrtica genera una sobrecarga de volumen
en el VI, con dilatacion de la cavidad e hipertrofia excéntrica de la misma; el volumen
de latido aumenta, lo que mantiene el gasto cardiaco anterégrado mientras se mantiene

una funcion sistolica normal (11).

La estenosis aortica (EA) se caracteriza por un impedimento en la apertura de la VA
que provoca la obstruccion del flujo sanguineo desde el ventriculo izquierdo hacia la
aorta (Figura 1.3.C). Es una enfermedad crénica que puede estar producida por
malformaciones congénitas de la VA o aparecer a lo largo de la vida debido, entre otras
causas, a la fiebre reumatica o a la propia degeneracion de la VA (12). Esta ultima,
denominada EA degenerativa (EAD), es la causa mas frecuente de valvulopatia en el
individuo adulto (13). En el caso de la EA, el VI tiene que generar una mayor presion
para vencer la sobrecarga causada por el estrechamiento de la VA y expulsar la sangre
hacia la aorta. Al igual que en la IA, y a pesar de originarse por causas mecénicas
opuestas, se produce un aumento de grosor del miocardio causando hipertrofia

ventricular.

Con el tiempo, la hipertrofia y dilatacion ventriculares dejan de ser efectivas como
mecanismo compensatorio y pueden aparecer sintomas, como disnea de esfuerzo,
angina de pecho, sincopes y palpitaciones (14). En fases mas avanzadas puede aparecer
insuficiencia cardiaca franca. De hecho, en el 17% de los cuadros de insuficiencia
cardiaca se encuentra presente una enfermedad valvular (15), siendo ademés uno de los
principales factores predictivos de mortalidad en estos pacientes (16). Esto se debe,

entre otras cosas, a que el flujo coronario no aumenta en proporcion a la masa
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miocardica, lo que provoca que el tejido sufra una isquemia aunque el paciente no tenga
obstruccion de las coronarias. Ademas, disminuye la contractibilidad del tejido debido a

la propia dilatacion y a una hiperplasia del tejido intersticial (17)

2.1. CALCIFICACION DE LA VALVULA AORTICA: LA ESTENOSIS
AORTICA DEGENERATIVA

La estenosis adrtica degenerativa (EAD) es la enfermedad valvular de mayor
incidencia en la actualidad y, ademas, su prevalencia continia en ascenso debido al
progresivo envejecimiento de la poblacion en paises occidentales (18, 19). Es una
enfermedad cronica que comienza con una etapa inicial de engrosamiento y rigidez de
las valvas (esclerosis aortica) hasta una estenosis severa y calcificada, presentando un
largo periodo asintomatico, lo que dificulta su diagnéstico de tal forma que cuando
aparecen los sintomas, el paciente se encuentra en una etapa muy avanzada de la
enfermedad. Habitualmente, la indicacidon de la sustitucion valvular se determina
cuando la EA es considerada como severa en presencia de sintomas como angina de

pecho, sincope o disnea (20)

Las primeras descripciones sobre la EA calcificada fueron realizadas por Stokes en
1845 y Mockeberg en 1904. Stokes atribuia la calcificacion a la endocarditis mientras
que Mockeberg sugirid un proceso degenerativo debido al deposito pasivo de calcio
sobre la valvula en individuos de edad avanzada. Durante afios se ha considerado esta
enfermedad una consecuencia inherente al proceso de envejecimiento de la VA. Sin
embargo, en las ultimas dos décadas numerosos estudios han profundizado en la
histologia de la VA y en los mecanismos celulares y moleculares que inician el
desarrollo de la lesion. Actualmente, existen una gran variedad de estudios que apoyan
la hipétesis de que se trata de una enfermedad con una base inflamatoria y que se
encuentra relacionada con factores de riesgo cardiovasculares como la hipertension,
hipercolesterolemia, diabetes, tabaquismo, edad o sexo (21, 22). La degeneracion de la
VA comienza con una disfuncion endotelial del lado adrtico de la misma, en los puntos
sometidos a mayor estrés hemodindmico, como consecuencia de los citados factores de
riesgo. Esta disfuncion conlleva un fenotipo pro-oxidante de las VECs y un aumento en
la permeabilidad que favorece la acumulacion de lipoproteinas de baja densidad en el
espacio subendotelial de la valva, donde se oxidan (oxLDL), produciendo a su vez

activacion de las VECs.
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Figura 1.4. Mecanismo de calcificacion de la valvula aértica. Esquema representativo donde: IL-18 =
interleuquina 1p; MMPs = metaloproteinasas de matriz; oxLDL = lipoproteinas de baja densidad

oxidadas; TNFa = factor de necrosis tumoral alfa (adaptado de Freeman y Otto (23)).

Estas expresan moléculas quimiotacticas y de adhesion tales como E-selectina,
molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y molécula de adhesion de célula
vascular-1 (VCAM-1) atrayendo a diversas células inflamatorias, como monocitos
circulantes y linfocitos T a la capa fibrosa. Una vez alli, los monocitos se diferencian a
macrofagos, captan las oxLDL y se transforman en células espumosas. Como
consecuencia de la necrosis que sufren las células espumosas se liberan citoquinas y
proteinas implicadas en la formacion de hueso al medio intersticial, produciéndose la
activacion de los linfocitos T. Estos ultimos liberan citoquinas y metaloproteinasas,
degradando el coladgeno, la elastina y los proteoglicanos que forman la matriz de la VA.
Ademas, las citoquinas pro-inflamatorias liberadas por ambos tipos de células activan a
las VICs de forma que se produce una diferenciacion fenotipica de fibroblastos a
miofibroblastos. En ultima instancia, un subgrupo de estos miofibroblastos se
diferencian a osteoblastos, lo que conduce a la posterior formacion de nédulos de calcio

que inmovilizan las valvas y acenttan el grado de obstruccion (23-25) (Figura 1.4).
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El engrosamiento de la valvula con la consecuente hipoxia del tejido y la respuesta
inflamatoria que tiene lugar durante el desarrollo de la enfermedad tienen asociado un
efecto angiogénico. El aumento del factor de crecimiento de transformacion B (TGF-f)
asi como el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), entre otros, conduce a

la formacioén de nuevos vasos sanguineos en las valvas de las VA calcificadas (26-28).

3. ESTENOSIS AORTICA Y ATEROSCLEROSIS

Este proceso de degeneracion y calcificacion presenta diversas similitudes con otra
patologia cardiovascular de gran prevalencia, la aterosclerosis, por lo que se piensa que
ambas enfermedades estdn relacionadas. La aterosclerosis es una enfermedad que
consiste en la acumulacion de lipidos y material fibroso (placa de ateroma) en la pared
de las arterias, ocasionando un estrechamiento progresivo del vaso vy,
consecuentemente, y una reduccion del flujo sanguineo. Al igual que en la EAD, el
origen de la lesion se produce con una disfuncion endotelial que favorece la infiltracion
de células inflamatorias asi como la deposicion de lipidos en la pared del vaso (29-31).
También se ha descrito en ambas patologias la implicacion de la osteopontina en los
procesos de calcificacion (32-34). Ademads, se ha visto que los factores de riesgo
asociados a la progresion de la aterosclerosis como la edad, género, diabetes, colesterol,

hipertension y tabaquismo estan implicados en el desarrollo de la EAD (35, 36).

Sin embargo, también hay que recalcar ciertas diferencias entre las dos patologias.
Aunque se inician de manera similar, la VA presenta mucho menor numero de células
musculares lisas y una calcificacion mas acuciada debido al papel de las VICs (37).
Ademas, la rigidez de VA vy arteria, al ser estructuras funcionalmente tan dispares,
provoca consecuencias opuestas. Por este motivo, las manifestaciones clinicas mas
severas se deben a causas diferentes. En el caso de la EAD, se producen debido al
engrosamiento y calcificacion de la valvula, que obstruye el flujo sanguineo. Sin
embargo, en el caso de la aterosclerosis es determinante la estabilidad de la placa de
ateroma ya que en su interior contiene una gran cantidad de agentes protrombdticos
(38). De hecho, la mayoria de los infartos de miocardio, que es la principal causa de
muerte derivada de la aterosclerosis, se deben a la ruptura de una placa de ateroma en la
coronaria (39). En este sentido, el calcio juega un papel importante en la aterosclerosis
ya que estd mas relacionado con la estabilidad de la placa que con la obstruccion del

flujo. La presencia de calcio se ha relacionado con una menor vulnerabilidad de la placa
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y, por tanto, mayor proteccion frente a la ruptura de la misma (40, 41) aunque existe
cierta controversia cuando se habla de microcalcificaciones (42). También se han
realizado estudios en pacientes con EAD con estatinas, cuya eficacia en la enfermedad
coronaria ha sido ampliamente demostrada, sin encontrarse ningiin beneficio (43, 44).
Ademas, s6lo el 50% de los pacientes con EAD tienen aterosclerosis coronaria (algo
acorde con su avanzada edad) mientras que la mayoria de los pacientes con
aterosclerosis no presentan EAD. Esto resalta el hecho de que, aunque ambas patologias
comparten factores de riesgo, deben existir factores adicionales que contribuyen al

desarrollo de EAD (45).

4. MODELOS ANIMALES

Informadticos Células/Cultivos Tejido s.-'[f)rg anos

Precio

Reproducibilidad

Manejo Similitud al ser humano
Etica Resultados extrapolables

Figura 1.5. Tipos de modelos utilizados en estudios biologicos. En esta figura podemos ver en orden
creciente de complejidad los diferentes modelos utilizados en los estudios bioldgicos atendiendo al precio

reproducibilidad, manejo, ética, similitud con el ser humano y extrapolacion de resultados.

Se define un modelo experimental como cualquier sistema, logico, fisico o biologico,
capaz de simular total o parcialmente el proceso que pretendemos estudiar. Dentro de
los modelos biologicos existen, en orden creciente de complejidad, los modelos
moleculares, celulares, tisulares y animales, situdndose en la cispide el humano a través
de los ensayos clinicos (Figura 1.5). Como norma general, cuanto mas simple sea un
modelo mas fécil serd su interpretacion, pero mas se alejara de la situacion real. Es por
eso que los estudios fisiopatologicos suelen comenzar en modelos moleculares y/o
celulares sencillos, en cuyos resultados se basard la fase experimental posterior con

modelos animales.
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Los modelos animales presentan una serie de ventajas metodologicas respecto a la
experimentacion en humanos. Dado que podemos planificar en el tiempo todos los
experimentos, es posible realizar las manipulaciones necesarias de forma simultdnea a
los distintos grupos de animales. Ademas, permite un mayor control del experimento ya
que podemos controlar factores externos, como la dieta o las condiciones ambientales,
e incluso factores genéticos en nuestros animales de experimentacion. De hecho,
podemos crear grupos experimentales que se diferencien en uno o varios rasgos
genéticos o, por el contrario, trabajar con una muestra de individuos genéticamente
idénticos (en el caso de trabajar con determinados animales como rata o raton). Esto se
traduce en un incremento en la reproducibilidad de los resultados respecto a los ensayos
clinicos y, por lo tanto, una mayor facilidad en su interpretacion. No obstante, la
experimentacion animal también presenta limitaciones, siendo la mas importante las
diferencias existentes entre humanos y animales, no solo a nivel anatdmico sino también
respondiendo de forma diferente a enfermedades y tratamientos farmacoldgicos. Por
estos motivos, las conclusiones que se extraen de los estudios con modelos animales no
son siempre extrapolables a una situacion clinica real, aunque su uso ha contribuido de
forma sustancial a la mejora del conocimiento de muchas enfermedades, permitiendo el

desarrollo de técnicas diagnoésticas y procedimientos preventivos y terapéuticos.

Actualmente la experimentacion animal es un requisito legal encaminado a garantizar la
seguridad antes de introducir nuevos farmacos y procedimientos en la clinica. Hay que
tener en cuenta que siempre que se utilicen animales de experimentacion, éstos deben
mantenerse en Optimas condiciones, existiendo una normativa y unos procedimientos de
regulacion cuya finalidad es evitar el sufrimiento de los animales durante el desarrollo

de los estudios experimentales (46, 47).

4.1. MODELOS ANIMALES Y EAD

Los modelos animales son una herramienta muy importante para estudiar el inicio y
desarrollo de la EAD in vivo, asi como para establecer la efectividad de las
intervenciones terapéuticas. Las especies mas utilizadas son el raton y el conejo, debido
en parte a su tamafio y manejabilidad. El mayor inconveniente del modelo de raton es
que su VA difiere a nivel histologico de la humana, al no presentar una estructura en
capas (48). A cambio, tienen una alta tasa de reproduccion y una vida media corta, lo

que permite estudiar la historia natural de la enfermedad en un tiempo corto. Por otra
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parte, son animales en los que la manipulacion genética es relativamente sencilla,
pudiendo trabajar con cepas controladas transgénicas o no (49-51). En el caso de los
conejos es posible inducir la EAD mediante una hipercolesterolemia producida por la
dieta, sin embargo, en el de los ratones, estos necesitan una predisposicion genética para
desarrollar la enfermedad. Por otro lado, también estan los modelos porcinos, cuyo uso
estd bastante extendido para el estudio de la aterosclerosis debido a las similitudes
existentes entre su sistema circulatorio y el humano. De hecho el metabolismo de sus
lipoproteinas es muy similar al de humanos, lo que podria explicar que desarrollen
aterosclerosis espontdneamente, de forma analoga a los humanos (52). Existen
diferentes modelos de aterosclerosis inducida en cerdos, sin embargo, presentan un
complicado manejo debido a su tamafio y un mantenimiento mas caro, por lo que hasta

la fecha se ha utilizado en pocos estudios de EAD (53, 54)

4.1.1. MODELOS EN CONEJO

En esta Tesis Doctoral hemos utilizado el conejo como modelo animal debido a que su
valvula presenta tres capas como ocurre en el caso de la humana (55). Ademas, al
tratarse de un animal de mayor tamafio que el raton, ésta es mas manejable y permite
obtener un mayor rendimiento en estudios moleculares. Por otra parte, este animal
comparte varios aspectos del metabolismo de las lipoproteinas con los humanos, como
la composicion de la apolipoproteina B, la produccion de apolipoproteina B100 por el
higado y la alta tasa de absorcion de colesterol de la dieta (56-58), lo que lo hace un
modelo mas extrapolable al humano en el estudio de la EAD. Sin embargo, el conejo no
forma lesiones ateroscleroticas de forma espontanea, por lo que necesita altos niveles de

colesterol y/o suplementos de vitamina D, para la induccion de una EAD moderada (59-

61).

El modelo de conejo mas utilizado para EAD es el conejo blanco de Nueva Zelanda
(New Zealand White Rabbit, NZWR) con hipercolesterolemia inducida por la dieta, que
puede ser: 1) con niveles variables de colesterol, 2) con niveles moderados de colesterol
suplementado con vitamina D, o 3) s6lo con vitamina D,. En el primer caso, cuando se
administran niveles bajos de colesterol en la dieta, no se aprecia calcificacion hasta los
30 meses (55). Sin embargo, al elevar la dosis de colesterol, comienza a apreciarse
cierta calcificacion a las 12 semanas de tratamiento (59). Suplementando este tipo de

dieta con vitamina D,, se produce un desarrollo de la EAD a las 10-12 semanas, con
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suficiente calcificacion y engrosamiento para causar una disminucién del area de
apertura de la VA (61). Este modelo es el mas habitual, ya que produce mayor grado de
lesion y el desarrollo de ésta es mas rapido que utilizando de forma individual el

tratamiento con vitamina D, o la dieta rica en colesterol (60, 62)

Al igual que en roedores, también existen modelos en conejos que presentan
alteraciones genéticas en el receptor de LDL y/o apoliproteinas. Es el caso del conejo
Watanabe con hiperlipemia heredable (Watanabe heritable hyperlipidemic, WHHL),
que presenta un defecto en el receptor de LDL (63).

5. LA INVESTIGACION A TRAVES DE LAS CIENCIAS —-OMICAS
5.1. PROTEOMICA

La secuenciacion del genoma ha generado una gran cantidad de informacién y ha
despertado el interés por el estudio directo de los productos codificados por los genes,
es decir, las proteinas. En 1994, Wilkins acuiid el término proteoma, fusion de
“proteina” y “genoma”, para referirse a la dotacion completa de proteinas expresadas en
un organismo o sistema bioldgico, incluyendo sus modificaciones, en un momento dado
y unas condiciones determinadas (64). La Protedmica es, por tanto, la ciencia encargada
de estudiar de manera dindmica el proteoma permitiendo identificar y clasificar a las
proteinas con respecto a su funcion y a las interacciones que establecen entre ellas (65).
Dado que las proteinas son el producto final de la expresion génica, la Protedmica
constituye una poderosa herramienta para el estudio de sistemas biologicos, ya que el
proteoma refleja un estado concreto del organismo y varia seglin su situacion funcional

(66).

Dentro de las multiples aplicaciones que tiene en el campo de la Biomedicina, destacan
los estudios de Protedmica de "Expresion Diferencial" para identificar alteraciones en
los niveles de expresion debido a procesos fisiopatologicos o agentes externos. Su
objetivo es definir qué proteinas estdn implicadas en esos procesos para facilitar la
busqueda de dianas farmacoldgicas y de biomarcadores diagnosticos. Los enfoques
protedmicos clasicos para este fin se basan principalmente en el andlisis comparativo de
los perfiles proteicos de dos o mas grupos diferentes (individuos sanos frente a
patologicos, enfermos sometidos a distintos tratamientos etc.) mediante el uso

combinado de la electroforesis bidimensional (2-DE) y la espectrometria de masas
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(MS). Sin embargo, el desarrollo de nueva instrumentacion analitica, especialmente en
el ambito de la MS con la aparicion de espectrometros cada vez mas potentes, asi como
las mejoras en las técnicas de ionizacidon suave, han multiplicado de forma espectacular
el nimero de proteinas que pueden identificarse en una mezcla compleja y han dado
lugar a la descripcion de proteomas que no se conocian hasta el momento. Por otro lado,
el avance de la bioinformatica ha sido fundamental en este desarrollo, permitiendo una
creciente capacidad para reunir, almacenar, procesar y visualizar la gran cantidad de

datos que se generan en los estudios protedmicos.

5.1.1. METODOS EMPLEADOS EN PROTEOMICA

Debido a la gran variedad de técnicas y metodologias que existen dentro del campo de
la Protedmica, es de vital importancia elegir la mas apropiada en funcién del tipo de
muestra, el disefio experimental y la finalidad del estudio. En general, los experimentos

protedmicos pueden dividirse en tres etapas basicas:

1) Preparacion de la muestra
2) Separacion de proteinas

3) Analisis por MS e identificacion de proteinas

Hay que tener en cuenta que todas las etapas del flujo de trabajo estdn relacionadas
entre si por lo que es importante que las técnicas usadas durante la preparacion de la
muestra sean compatibles con las utilizadas en la separacion. Del mismo modo, la
eleccion del tipo de andlisis de MS debe ser determinada en funcidon de la técnica de

separacion empleada.

5.1.1.1. Preparacion de la muestra

Una adecuada obtencion y preparacion de la muestra es fundamental para que los
estudios protedmicos sean fiables, de hecho podemos decir, sin exagerar, que es el paso
critico de los andlisis protedmicos. En el caso de los estudios biomédicos, es comin el
analisis de tejido, células y fluidos bioldgicos. Dado que son muestras muy diferentes y
que pueden provenir de distintos origenes, es muy importante utilizar un protocolo
adaptado, tanto a la muestra como al tipo de proteinas al que va dirigido (proteinas

solubles, de membrana, etc.).
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El primer paso de preparacion de la muestra es la obtencion/aislamiento del material
biologico que vamos a necesitar. Hay que estandarizar el protocolo de obtencion: tipo
de tubos, uso o no de torniquete en extracciones de sangre, tiempo desde la obtencion
hasta el procesado, almacenamiento, etc. Para plasma, por ejemplo, las muestras de
sangre deben ser procesadas rapidamente, pero para suero se debe proporcionar
suficiente tiempo para la coagulacion adecuada. Si utilizamos células es fundamental el
lisado de las mismas (mediante métodos fisicos o quimicos) mientras que si analizamos
tejido sera necesario afiadir un paso que permita su disgregacion. Uno de los puntos
criticos es la temperatura: la mayoria de los procedimientos deben realizarse a un
maximo de 4°C con el objeto de reducir la actividad de las proteasas presentes en la

muestra, cuya actividad podemos neutralizar ademds mediante el uso de inhibidores.

La eliminacion de sustancias contaminantes que puedan interferir con analisis
posteriores, o su dilucion hasta limites tolerables por la metodologia, es un paso
imprescindible. Por ejemplo, la concentracion de sales debe reducirse mediante didlisis
o precipitaciéon de las proteinas en muestras que vayan a ser analizadas mediante
electroforesis bidimensional, ya que éstas impiden un correcto isoelectroenfoque de las
proteinas debido a un aumento de la conductividad. Otros contaminantes, como los
lipidos, forman complejos con proteinas de membrana disminuyendo su solubilidad.
También es necesaria la eliminacion de polisacaridos, 4acidos nucleicos y cualquier otra
sustancia que pueda provocar distorsiones en la separacion e identificacion de las

proteinas.

La solubilizacion de las proteinas mediante su disociacion y desnaturalizacion es un
paso critico para conseguir estudiar las proteinas de una mezcla compleja de forma
individualizada. La desnaturalizacion se consigue con la adicion de agentes caotropicos,
como la urea o la tiourea, al tampon de solubilizacion para romper los enlaces
hidrofobicos de las proteinas, asi como las interacciones intramoleculares. Para impedir
que se formen de nuevo las interacciones hidrofobicas y mantener a las proteinas en
solucion se debe incluir un detergente como CHAPS, SDS o Triton X-100. Una vez
desnaturalizadas, las proteinas deben ser reducidas y alquiladas para evitar la formacion
de enlaces disulfuro entre los grupos tiol de las cisteinas y asi prevenir su plegamiento.
El ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol y las fosfinas son los agentes reductores mas

utilizados mientras que la iodoacetamida, las vinilpiridinas o algunos derivados de la
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acrilamida son agentes alquilantes habituales (67-70). Es importante que los compuestos
utilizados sean compatibles con las técnicas protedmicas que se vayan a realizar mas

adelante.

Debido a que la solubilizacion genera habitualmente mezclas proteicas demasiado
complejas que son muy dificiles de separar, con frecuencia se opta por el
fraccionamiento previo a la separacion de la muestra, lo que permite aumentar el
niamero de identificaciones y mejorar la deteccion de proteinas presentes en menor
concentracion. Se pueden aislar y caracterizar organulos y otras estructuras subcelulares
para reducir la complejidad respecto al extracto proteico completo (71). También se
puede enriquecer la muestra en proteinas de interés mediante purificacion por afinidad
(72) o, por el contrario, utilizar anticuerpos especificos para eliminar o reducir la
concentracion de proteinas de gran abundancia que dificultan el estudio de las proteinas
de interés, como suele hacerse en el caso de la albumina sérica del plasma sanguineo

(73) y en el de otras proteinas de gran abundancia en la sangre.

5.1.1.2. Separacion de proteinas

Como hemos visto, la mayoria de las muestras bioldogicas son mezclas complejas de
proteinas por lo que es imprescindible el uso de una o varias técnicas de separacion
previas al analisis por MS, pudiendo utilizarse una combinacién de varias técnicas de
manera consecutiva. Existen diversas técnicas de separacion basadas en diferentes
propiedades como la electroforesis capilar, que permite separar las proteinas en funcion
de su relacidon masa/carga, o el isoelectroenfoque en solucion (‘off-gel’) que lo hace
segun su punto isoeléctrico (pl), pero las técnicas mas habituales, y las utilizadas en esta
Tesis Doctoral, son la electroforesis bidimensional (2-DE) y la cromatografia,

principalmente la cromatografia liquida (LC) bidimensional.

1) Electroforesis bidimensional (2-DE)

La 2-DE es una técnica de separacion de mezclas complejas de proteinas segun su punto
isoeléctrico (pI) y su masa molecular (MM). Puede aplicarse a una gran variedad de
muestras biologicas y, ademas, presenta una gran capacidad resolutiva que se consigue
mediante dos pasos electroforéticos consecutivos: 1) isoelectroenfoque (IEF) y 2)

electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) (74, 75).
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Durante el IEF, las proteinas de la muestra son separadas en un gradiente de pH gracias
a la aplicacion de un campo eléctrico (76). Dado que las proteinas son moléculas
anfotéricas, tendran carga positiva cuando se encuentren en regiones de pH inferiores a
su punto isoeléctrico y carga negativa cuando estén en regiones de pH superiores. Esta
caracteristica hara que, al aplicar una diferencia de potencial, las proteinas se muevan
por el gradiente hasta alcanzar la region donde el pH coincida con su pI, momento en el
que la proteina tiene carga neta neutra y se detiene su movimiento. Actualmente, se
utilizan tiras comerciales de acrilamida con gradiente inmovilizado de pH (IPG) que se
hidratan mediante la utilizacidon de un tampon de rehidratacion. Es importante evitar en
este paso reactivos que puedan modificar la carga neta de las proteinas como

detergentes i6nicos (SDS) o B-mercaptoetanol.

Antes de realizar la segunda dimension, es necesario realizar un tratamiento de
equilibrado de las tiras IPG (con la muestra ya enfocada) que le aportara el SDS
necesario para la electroforesis, y en el que se provoca la disociacion de los puentes
disulfuro mediante reduccion de los grupos tiol de las proteinas y se previene su re-
oxidaccidon mediante alquilacion. La electroforesis SDS-PAGE se realiza segun el
protocolo descrito por Laemmli (77). La poliacrilamida empleada en la polimerizacion
va a formar una red que ralentiza la migracion de las proteinas de forma directamente
proporcional a la MM de las mismas. Diferentes porcentajes de acrilamida puede

utilizarse en funcion del rango de MM que queramos resolver.

Puesto que la separacion del SDS-PAGE se realiza de forma perpendicular al
isoelectroenfoque, el resultado es un mapa de proteinas con unas coordenadas x e y que,
ademas, puede tefiirse permitiendo la visualizacion de las manchas proteicas. Existen
diferentes métodos de tincion con diferencias notables en relacidon a la sensibilidad,
linealidad, homogeneidad y reproducibilidad a la hora de detectar las proteinas (78).
Actualmente las mas utilizadas son la tincion de plata (con alta sensibilidad pero baja
linealidad), azul de Coomasie (con diferentes sensibilidades seglin el tipo de compuesto
(79)) o tinciones fluorescentes como en SYPRO Ruby u Oriole (80). Los geles tefiidos se
escanean y digitalizan utilizando un escéner apropiado segin sea una tincion
colorimétrica o fluorescente. Esas imagenes se exportan a programas especializados,
como PDQuest (Bio-Rad) o SameSpots (Nonlinear Dynamics), que permiten la

deteccion y cuantificacion de las manchas proteicas, asi como el andlisis estadistico, con
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el objetivo de detectar perfiles de expresion caracteristicos de los grupos de estudio y las
diferencias entre ellos (81, 82). Las manchas proteicas de interés pueden escindirse del

gel para su posterior identificacion por MS.

Una de las ventajas de esta metodologia es la obtencién de un mapa de proteinas
intactas que proporciona informacion acerca de los cambios en los niveles de expresion
proteica, isoformas o modificaciones postraduccionales. Sin embargo, es dificil estudiar
ciertos grupos de proteinas como las muy alcalinas o las proteinas de membrana, que
exigen una optimizacion de los pasos de la preparacion de la muestra para poder ser

analizadas (83).

Electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)

Con el fin de incrementar la sensibilidad, reproducibilidad y fiabilidad del analisis de
expresion diferencial utilizando 2-DE, se ha desarrollado una metodologia basada en un
marcaje covalente de las proteinas antes del IEF: la electroforesis bidimensional
diferencial en gel (2D-DIGE) (84). Esta basada en unas moléculas fluorescentes
denominadas fluoréforos o fluorocromos que presentan la misma MM pero diferentes
espectros de excitacion y emision, lo que permite su deteccion de manera independiente.
Existen dos versiones comerciales de los fluoroforos: los de marcaje minimo (tres
fluorocromos: Cy2, Cy3 y Cy5) y los de marcaje a saturacién para muestras escasas
(dos fluorocromos: Cy3 y Cy5), con diferentes sensibilidades y mecanismos de unioén a
las proteinas. En el caso del marcaje minimo, que es el que hemos usado en este trabajo,
cada gel bidimensional puede contener tres muestras: dos pertenecientes a diferentes
grupos del estudio y una tercera, llamada estandar interno, que contiene una mezcla a
partes iguales de todas las muestras del analisis. Este estandar se marcaré siempre con el
fluorocromo Cy2 (segln instrucciones de la casa comercial) y se incluird en todos los
geles, lo que nos permite realizar una cuantificacion mas precisa ya que ayuda a
normalizar los resultados de cuantificacion de las manchas proteicas, minimizando las
posibles diferencias técnicas producidas durante toda la manipulacion (85). Después,
pueden digitalizarse las imagenes de los geles obteniendo una imagen de cada
fluorocromo por separado empleando un escéner de fluorescencia y posteriormente
importarlas a un programa especifico, como DeCyder (GE Healthcare), donde se realiza

un procesamiento de las mismas, ademas de un andlisis estadistico y cuantitativo (86).
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En resumen, la técnica 2D-DIGE permite una reduccion en el niimero de geles
empleados mejorando la reproducibilidad de los mismos. Ademas, al ser un método de
fluorescencia, proporciona mayor sensibilidad y linealidad en el rango dinamico (87) vy,

al incluir el estandar interno, mejora la fiabilidad de la comparacion entre geles (85).
2) Cromatografia liquida (LC)

La cromatografia liquida (LC) es una técnica de separacion en la que los componentes
de una mezcla compleja son separados en base a su diferente velocidad de
desplazamiento al ser arrastrados por una fase moévil liquida a través de un lecho
cromatografico que contiene la fase estacionaria. Es una técnica que puede aplicarse a
una gran variedad de moléculas, como péptidos o proteinas, para separarlas en funcion
de sus propiedades fisicas y/o quimicas, existiendo diferentes tipos segin el soporte
cromatografico que se utilice. Las mas utilizadas son las de intercambio i6nico, fase

reversa, afinidad y exclusion molecular.

Esta metodologia presenta una gran versatilidad ya que puede utilizarse como paso
complementario a la 2-DE (88-90) o bien utilizarse varias columnas cromatograficas
diferentes de forma consecutiva (91). Ademas, la LC puede acoplarse directamente a un
espectrometro de masas (LC-MS) mediante el empleo de una fuente de ionizacion tipo

electrospray (ESI) (92).
5.1.1.3. Analisis por espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es un método analitico que utiliza el movimiento de
iones en campos electromagnéticos para clasificarlos en funcidon de su relacion
masa/carga (m/z). Se realiza con unos equipos llamados espectrometros de masas que
son capaces de ionizar las moléculas, separarlas segiin su m/z y detectarlas. Aunque el
primer espectrometro de masas fue desarrollado a principios del siglo XX, hasta la
aparicion de las primeras técnicas de ionizacion suave como el electrospray (ESI) (93)
y la ionizacidén por desorcion con laser asistida por matriz (MALDI) (94) en la década
de los 80, no se pudo aplicar la MS al estudio de biomoléculas como las proteinas. Esta
técnica presenta una gran sensibilidad, con limites de deteccion de hasta attomoles (10°
' moles), y es muy versatil, permitiendo determinar la estructura de compuestos de

multiples tipos independientemente de su volatilidad, polaridad o estado (s6lido, liquido
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0 gaseoso). Ademads, permite la medicion exacta de la masa molecular de un analito, asi

como de los productos de su fragmentacidon enzimatica o mecanica, con las que se lleva

a cabo la identificacion del mismo. En el campo de la Protedmica, los espectrometros de

masas se utilizan frecuentemente para identificar proteinas, detectar sus modificaciones

covalentes y, en el caso de las proteinas recombinantes, para caracterizarlas y como

control de calidad (95).

1) Estructura bdsica de un espectrometro de masas

Los espectrometros de masas estan constituidos por tres elementos fundamentales que

pueden combinarse entre si, determinando las caracteristicas del equipo en términos de

resolucion, velocidad, sensibilidad y exactitud en la medida de la masa (96, 97). Estos

elementos son (Figura 1.6):

Fuente de ionizacion: convierte las moléculas en iones en fase gaseosa.
En el caso de la Protedmica, los tipos de fuentes de ionizacién se basan
en métodos de ionizacidn suave, aptos para muestras no volatiles y
térmicamente inestables, en los que la muestra se transforma
directamente en iones gaseosos. Se utilizan de forma habitual la
ionizacion por desorcion laser asistida por matriz (MALDI) y la
ionizacion por electrospray (ESI).

Analizador de masas: separa los iones procedentes de la fuente
aprovechando su diferencia de comportamiento dentro de un campo
electromagnético debido a su diferente m/z. Ademads, debe ser capaz de
enviar los iones separados al detector. Los analizadores de masas mas
comunmente utilizados son el cuadrupolo o trampa lineal (Q,
Quadrupole), el de tiempo de vuelo (TOF, Time-Of-Flight), la trampa
i6nica (IT, lon Trap) o la trampa orbitral (Orbitrap), y pueden emplearse
tanto de manera individual como en tandem.

Detector: Los detectores tienen como funcion detectar el flujo de iones
que sale del analizador y convertir esa informacion en una sefial eléctrica
que se transmite a un ordenador, donde se registra en forma de un
espectro de masas. Este espectro representa la abundancia relativa de los
iones detectados respecto de su relacion m/z y permite la identificacion

del compuesto. Posteriormente, estos datos pueden ser procesados y
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presentados mediante un programa de tratamiento y analisis de datos.
Las caracteristicas mas importantes que debe presentar un detector son
sensibilidad, exactitud, resolucién, tiempo de respuesta, estabilidad,

amplio intervalo dindmico y un nivel de ruido bajo.

Es habitual el uso de espectrometros de masas con dos analizadores separados por una
celda de colision, lo que se denomina espectrometria de masas en tindem o MS/MS.
Las distintas combinaciones de fuentes de ionizacion y analizadores de masas utilizadas
en el desarrollo de esta Tesis Doctoral se encuentran detalladas mas adelante, en este

mismo apartado.

Analizador

Fuente de
H_ Muestra_p=—— fonizacion | |~ R masas = [Retector

informatico

Abundancia
relativa

‘ <:| Sistema
il

Espectro

Figura 1.6. Diferentes elementos de un espectrometro de masas. Todo espectrometro consta de las
siguientes partes: sistema de introduccion de muestras, sistema de vacio, fuente de ionizacion, analizador

de masas y detector de iones.

2) Identificacion de proteinas: huella peptidica y espectrometria de masas en

tandem
Existen dos aproximaciones diferentes a la hora de identificar proteinas mediante MS.

La estrategia mas sencilla se denomina huella peptidica (PMF, peptide mass

fingerprint) y se basa la identificacion de una proteinas mediante la deteccion de las
masas de los péptidos obtenidos tras una digestion enzimatica. La digestion se lleva a

cabo antes de la ionizacion de la muestra, siendo lo mas habitual el uso de la enzima
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tripsina debido a que corta especificamente en el extremo C-terminal de los residuos de
lisina y arginina. Tras el analisis en el espectrometro, se compara, mediante un motor de
basqueda, el espectro obtenido con los espectros teoricos de una base de datos que
contiene las digestiones teoricas de todas las proteinas descritas. De esta forma,
obtenemos un listado de las posibles proteinas ordenadas segun su mayor correlacion
con el espectro, lo que se corresponde con un mayor valor de significacion. Este tipo de
identificacion suele utilizarse en el caso de mezclas de baja complejidad como manchas

proteicas de geles 2-DE o bandas de geles 1-DE y fracciones cromatograficas sencillas.

Sin embargo, cuando tenemos mezclas complejas o queremos confirmar una
identificacion obtenida por PMF, se necesita mas informacion que la que se obtiene del
espectro de masas de los péptidos detectados de la proteina a identificar. Para ello se
utilizan espectrometros de masas con dos analizadores separados por una celda de

colision, lo que se denomina espectrometria de masas en tandem o MS/MS. En el

primer analizador se genera el espectro de masas de la proteina y se seleccionan o
miden los valores m/z de los péptidos intactos ionizados (i6n precursor). Los péptidos
seleccionados pasan a la celda de colision, que normalmente esta presurizada con un gas
inerte, y colisionan con las moléculas neutras del gas lo que provoca la fragmentacion
del 16n precursor en pequefios fragmentos cargados (iones producto). Este proceso se
denomina disociaciéon inducida por colision (CID). Existen dos nuevos métodos de
fragmentacion basados en la transferencia de electrones a los iones presentes en la
camara de colision denominados disociacidon por captura de electrones (ECD) y
disociacion por transferencia de electrones (ETD). Los iones producto entran en el
segundo analizador donde se genera un nuevo espectro de masas denominado espectro
de fragmentacion. Este espectro es caracteristico de cada péptido, lo que permite
realizar la identificacion de la proteina completa e incluso la secuenciacion total o

parcial del péptido.

La interpretacion de los espectros de masas constituye una parte fundamental de esta
metodologia. Debido a la cantidad de informacion que se genera, se necesita un sistema
informatico para el control del equipo. Sin embargo, aunque existen programas que
realizan la interpretacion de los espectros, en esta fase del trabajo, la experiencia del

espectrometrista es fundamental. De hecho, pese a la capacidad de procesamiento de
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datos que proporciona actualmente la informatica, el chequeo manual e integracion de

los resultados obtenidos es una practica muy recomendable.

3) Espectrometros y métodos utilizados en esta Tesis Doctoral

Durante el desarrollo de este trabajo se han empleado dos espectrometros de masas
diferentes para los analisis protedmicos: 1) MALDI-TOF/TOF para la identificacion de
proteinas de interés encontradas durante los estudios de expresion diferencial y 2) ESI-
triple cuadrupolo (QqQ) para la cuantificacién dirigida de proteinas previamente
identificadas mediante monitorizacion por reaccidon de seleccion (SRM, selected

reaction monitoring).

Identificacion de proteinas mediante MALDI-TOF/TOF

Estd formado por una fuente de ionizacion MALDI y dos analizadores tipo TOF,

separados por una camara de colision (Figura 1.7).

En el caso de la ionizacion MALDI, el analito se mezcla con un compuesto aromatico
(denominado matriz) en presencia de un disolvente organico sobre una superficie
metalica, de forma que ambas co-cristalizan al evaporarse el solvente. Estos cristales se
someten a pulsos cortos de laser ultravioleta en condiciones de alto vacio, lo que
produce que la absorcion de energia por parte de la matriz sea convertida en energia de
excitacion, transfiriéndose un protén a la muestra. Ademads, el aumento de energia
conlleva una rapida sublimacién de la muestra de forma que el analito queda ionizado y
en fase gaseosa. La accion de un campo eléctrico (20-25kV) produce el movimiento de

los iones del analito hacia el analizador de masas.

En los analizadores tipo TOF se mide el tiempo que necesitan los iones acelerados por
un campo eléctrico para recorrer un tubo de vuelo, cuya longitud depende de las
caracteristicas del instrumento, sometidos a un vacio y en ausencia de campo eléctrico
y/o magnético. La velocidad que alcanzan los iones serd directamente proporcional a su
m/z y, por lo tanto, el tiempo de vuelo serd inversamente proporcional a este cociente.
Algunos analizadores TOF incluyen un espejo electrostatico, denominado reflector, al
fondo del tubo para aumentar la longitud del tubo de vuelo y, por tanto, la resolucion
del equipo. Al tener dos analizadores en tandem, todos los péptidos son analizados en el

primer TOF, pero solo los seleccionados pasan a la celda de colision, donde se
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fragmentan. Los iones asi generados entran en el segundo TOF, generandose el espectro

de fragmentacion.

MALDI TOF/TOF

Léser pulsado

Vé | | Il iy
e Iones \ /
— ToF, | \ | TOF, it
Rejillade

extraccion Celda de colision

Placaconla
muestra

Figura 1.7. Espectrometro de masa MALDI-TOF/TOF. Este equipo consta de una fuente de ionizacion
por desorcion laser asistida por matriz (MALDI) y analizador tipo tiempo de vuelo/tiempo de vuelo
(TOF/TOF). El calculo de la m/z del analito se basa en el tiempo que necesitan los mismos para recorrer
el tubo de vuelo. B) Fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y analizador triple cuadrupolo (QqQ).
Adaptado de Aebersold y col. (96)

Es habitual la utilizacion de equipo MALDI-TOF/TOF para el andlisis de biomoléculas
ya que permite analizar un amplio intervalo de masas de forma rapida, con espectros
sencillos y buena sensibilidad para la deteccion de péptidos. Sin embargo, presentan una
baja reproducibilidad debido a la dificultad para controlar el proceso de cristalizacion y
la produccion de iones, asi como una baja resolucion para la determinacion de las
masas, por lo que suele utilizarse para la identificacion de mezclas de baja complejidad
como manchas proteicas de geles 2-DE o bandas de geles 1-DE y fracciones

cromatograficas sencillas (97).

Validacion mediante monitorizacion por reaccion de seleccidon usando ESI-QqQ

El equipo usado en este caso consta de una fuente de ionizacion ESI y un analizador de
tipo triple cuadrupolo (QgQ), el cual estd compuesto por tres analizadores tipo Q en

tandem (Figura 1.8).

En este tipo de ionizacion, la muestra se disuelve en un tampon volatil y 4cido, y se pasa
por un fino capilar metélico que estd sometido a un alto voltaje y a una corriente de gas
a alta temperatura. A la salida del capilar, debido a la repulsion de las cargas eléctricas,
la solucion se dispersa en forma de aerosol, con pequefias gotas altamente cargadas que

se evaporan rapidamente. Cuando se ha eliminado todo el solvente, quedan los analitos
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ionizados y en fase gaseosa, lo que provoca que sean acelerados por el campo eléctrico
hacia el analizador de masas. El ESI tiene la ventaja de que puede acoplarse
directamente a cromatografia liquida y electroforesis capilar. Ademads, permite el

analisis de un amplio rango de pesos moleculares y presenta una gran sensibilidad.

ESI QQQ
Celda de colision
Pulverizador Q @ |l! Q.

Cromatografia liquida | J ‘ . . ! I

weles Tones ® . :ﬂ a0 ”
— e

del ‘e Nl ”

espray Entrada de [ - | ! - |

la muestra Seleccionde  Fragmentacion  Seleccion de

péptidos fragmentos

Figura 1.8. Espectrometro de masa ESI-QQQ. Este equipo consta de una fuente de ionizacioén por
electrospray (ESI) y analizador triple cuadrupolo (QqQ). En los experimentos de SRM, los iones de
interés son seleccionados en el cuadrupolo 1 (Q1) y fragmentados en el cuadrupolo 2 (q2). A
continuacion, se separan los fragmentos en el cuadrupolo 3 (Q3), donde se mide su relacion m/z.

Adaptado de Aebersold y col. (96)

Los analizadores tipo Q estdn formados por cuatro barras metalicas con campos
eléctricos opuestos dos a dos. A cada par de varillas se les aplica un potencial de
corriente continua y otro de radiofrecuencia (RF). Al aplicar un voltaje de RF variable,
se produce el movimiento de los iones en funcion de su m/z, actuando el cuadrupolo
como un filtro: solo un determinado i6n de m/z concreta tendré una trayectoria estable y

llegara al detector.

En el QqQ, el cuadrupolo 1 (Q1) y el cuadrupolo 3 (Q3) funcionan como analizadores
mientras que el cuadrupolo 2 (q2) funciona como celda de colision. Los iones de interés
son seleccionados en el Q1 y fragmentados en el q2. En el Q3 se separan los fragmentos
y se mide su relacion m/z. De esta forma, tenemos dos selecciones de masa/carga: una
para el péptido intacto o precursor (m/z 1) y otra para los fragmentos de ese péptido o
transiciones (m/z 2), pudiendo medir multiples transiciones en un Unico método. Este
método de andlisis se denomina monitorizacién por reaccion de seleccion (SRM,
selected reaction monitoring) y nos proporciona una forma de cuantificacion, y a su vez
de validacion, Unica, ya que no vamos a detectar una mezcla de compuestos, sino que

s6lo observaremos nuestro compuesto de estudio, de modo especifico y dirigido (98,
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99). Ademads, permite obtener espectros de masas altamente selectivos, con gran

sensibilidad.

5.1.2. HISTOLOGIA MOLECULAR: IMAGENES USANDO MALDI-MS

Uno de los ultimos avances en el campo de la Protedmica es la posibilidad de estudiar la
distribucion de proteinas o moléculas pequenias directamente sobre el tejido mediante el
uso de imagenes generadas por MS (MALDI-IMS, MALDI imaging mass
spectrometry). En este caso, la ionizacion se produce directamente sobre una seccion
histologica recubierta de matriz y colocada sobre un portaobjetos especial, de manera
que los espectros de masas se registran de forma secuencial cuando el laser rastrea toda
la superficie del tejido (100). De este modo, proteinas, péptidos y metabolitos pueden
medirse sin perder informacion espacial, siempre que se mantenga la integridad quimica
y estructural de la muestra durante su preparacion, por lo que el protocolo que se emplee
debe evitar la deslocalizacion y degradacion de los analitos (101). Para ello, es muy
importante el manejo de la muestra desde su obtencion y en los pasos posteriores como
el corte, la transferencia de la seccion a la placa de MALDI, la aplicacion de la matriz y
el almacenaje posterior del tejido (102). Lo mas recomendable es el uso de secciones de
tejido fresco, sin embargo, a veces es necesario incluir la muestra en gelatina o agarosa
para facilitar los cortes en el criostato (103-105). Para obtener la mayor informacion
posible, es conveniente realizar una comparacion de las imagenes obtenidas de cortes
sometidos a tinciones tradicionales mediante microscopia Optica, con las imagenes
obtenidas por MS (106). Esto suele realizarse utilizando secciones adyacentes: una para
histologia y la siguiente para IMS. Sin embargo, en algunos tejidos es dificil relacionar
visualmente los dos cortes debido a diferencias en la arquitectura del tejido. Para
solventar ese problema, lo mas conveniente es poder realizar la histologia y el perfil
proteico sobre la misma seccion. Esto ha motivado el estudio de la compatibilidad entre
las tinciones histologicas habituales con el MALDI-IMS encontrandose que el violeta
de cresilo y el azul de metileno, entre otros, no comprometen la calidad de los espectros
de masas (106). Por otro lado, la realizacion de estas tinciones supone una mayor
manipulacion del tejido, lo que conlleva un mayor riesgo de degradacion proteica y

alteraciones de la muestra.

El MALDI-IMS permite el estudio del tejido completo manteniendo su estructura y

focalizar el analisis de MS a regiones morfoldgicas de interés.
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5.2. METABOLOMICA

De forma andloga a la Protedmica, la Metabolomica es la ciencia que estudia el
metaboloma de una muestra biologica, definiéndose el metaboloma como el conjunto de
productos finales y subproductos de las diferentes vias metabolicas que existen en los
seres humanos y otros sistemas vivos (107, 108). Los metabolitos pueden ser
sintetizados de forma endoégena, lo que se estima que ocurre con mas de 2.000
metabolitos diferentes, o incorporados desde el exterior con la dieta, como en el caso de
las vitaminas (109, 110). Dado que el metaboloma se ve influido tanto por factores
internos como externos, es un indicador directo del estado del organismo y de su
actividad bioquimica en un momento determinado. En el transcurso de un analisis
metabolomico de muestras biolégicas humanas es necesario tener en cuenta que los
niveles de muchos metabolitos pueden verse afectados por factores individuales tales

como la edad, sexo, dieta, nivel de actividad, y la medicacion (111).

Diferentes aproximaciones metabolomicas son necesarias para cubrir la amplia variedad
de metabolitos existentes. La resonancia magnética nuclear (NMR) y la MS, esta tltima
acoplada a un método de separacion como la cromatografia liquida o de gases (LC-MS
o GC-MS), son las principales plataformas utilizadas en metabolomica.
Afortunadamente, los grandes avances tecnoldgicos experimentados por la MS y la
NMR posibilitan el analisis de metabolitos con propiedades quimicas (polaridad,
solubilidad, volatilidad, etc.) muy diferentes. Esto facilita a los investigadores la
identificacion de posibles biomarcadores y proporciona una mejor comprension de los
mecanismos moleculares subyacentes a un cambio fisiologico. Ademas, permite a los

clinicos medir las moléculas de interés con fines diagnosticos.

5.2.1. METODOS UTILIZADOS EN METABOLOMICA

Los analisis metabolomicos pueden dividirse en dos tipos, dirigidos o no dirigidos, que
basicamente se diferencian en la sensibilidad y el nimero de metabolitos detectados.
Los estudios no dirigidos, denominados de huella dactilar metabdlica, persiguen la
identificacion de tantos metabolitos como sea posible con el fin de clasificar los
fenotipos asociados a un estado concreto, por ejemplo en el estudio de una enfermedad
o para evaluar un tratamiento (112). Son los mas adecuados para el descubrimiento de

nuevos biomarcadores pero la sensibilidad se ve severamente afectada. Por otro lado,
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los estudios metabolomicos dirigidos o de perfil metabolomico, se limitan al estudio de
un conjunto predeterminado de metabolitos relacionados con una via metabolica
especifica (113, 114). En este enfoque, los metabolitos diana se seleccionan de
antemano, lo que es de gran ayuda a la hora de escoger el mejor método para su
extraccion y medicion posterior. En este caso, se mejoran mucho los limites de

deteccion a cambio de limitar el nimero de moléculas analizadas.

De manera similar a lo relatado anteriormente para la Protedmica, un experimento

metabolomico consta normalmente de tres partes:

1) Preparacion de la muestra
2) Separacion y deteccion de los metabolitos

3) Analisis de datos e identificacion de los metabolitos

Al igual que los experimentos protedmicos, es muy importante definir el experimento

en funcion del tipo de muestra y la finalidad del experimento.

5.2.1.1. Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra para estudios metabolomicos es fundamental ya que el
namero de metabolitos analizables y la calidad de los datos obtenidos dependen de ello.
La naturaleza de los analisis metabolomicos requiere que se mantenga la integridad de
un gran numero de metabolitos muy variables en concentracion y propiedades quimicas.
Existen diferentes protocolos adaptados al tipo y cantidad de muestra disponible, rango
dindmico de los analitos, plataformas que se van a emplear en el analisis y, por
supuesto, caracteristicas del metaboloma que se quiere analizar. Sin embargo, existen
unas directrices generales que son comunes a todos los procedimientos. De forma
general, se debe mantener la integridad de la muestra durante su obtencion, almacenaje
y procesado para evitar cambios metabdlicos indeseados. Para ello, es recomendable
seleccionar el protocolo més rapido y simple para disminuir la pérdida y/o degradacion
de los metabolitos (115, 116). Ademas, el procesado debe llevarse a cabo a baja
temperatura e incorporar un paso que inhiba el metabolismo para que el estudio sea
representativo del momento en el que se toma la muestra. La preparacion de la muestra
también implica un paso de extraccidon de metabolitos, que debe ser optimizado para

obtener el mayor nimero y cantidad posible asi como mejorar la reproducibilidad. Los
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métodos mas comunes para metabolitos polares incluyen solventes, ultrafiltracion o
temperatura para bloquear las actividades enzimdticas a la vez que minimizan la
extraccion de biomoléculas complejas: lipidos, proteinas, &acidos nucleicos y
carbohidratos (117). Para metabolitos poco polares, como glicerolipidos, esfingolipidos
y colesterol, la extraccion puede realizarse con solventes apolares como cloroformo
(118). Si es necesario utilizar algin reactivo durante la preparacion de la muestra que
interfiera con el andlisis y deteccion posteriores, se puede anadir un paso de limpieza a
posteriori y previa al andlisis para eliminarla, pero lo ideal es evitarlo para reducir al

maximo la pérdida de analitos que podria suponer este paso (117).

5.2.1.2. Separacion y deteccion de metabolitos

Una vez preparada la muestra, hay que llevar a cabo la separacion y el andlisis del
conjunto de metabolitos que la componen. Las aproximaciones mas empleadas son la
NMR y la MS, esta tltima acoplada a un método de separacion como LC o
cromatografia de gases (GC) (119, 120). La plataforma empleada va a depender de las
caracteristicas fisico-quimicas de los metabolitos de interés. Cada una presenta una serie
de ventajas e inconvenientes en el analisis de los diferentes compuestos por lo que el
uso combinado de ambas es muy recomendable. La tabla 1.1. muestra las principales

ventajas e inconvenientes de cada metodologia.

La NMR es una técnica de analisis espectroscopico utilizada para estudiar nacleos
atomicos con un numero impar de protones y/o neutrones, basada en que éstos
presentan espin magnético, es decir, son magnéticamente activos (121). La NMR solo
necesita una preparacion minima de la muestra, es muy reproducible y proporciona
informacion estructural de los metabolitos, por lo que es especialmente util para la
identificacion de nuevos metabolitos (122). También permite cuantificar la
concentracion de las distintas moléculas presentes en una mezcla. Sin embargo, la MNR
presenta baja sensibilidad y resolucidon espectral, por lo que no es adecuada para la

identificacion de metabolitos que se encuentran a baja concentracion (123).

Dentro de la cromatografia acoplada a MS, las dos principales estrategias para la
separacion de metabolitos son la LC, para compuestos no volatiles en solucion, y la GC,
para compuestos volatiles. La LC presenta una mayor versatilidad que la GC, sin

embargo, la GC tiene mayor resolucion y tiempos de retencidon mas reproducibles.
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Ademas, el patron de fragmentacion también es mas reproducible, lo que ha dado lugar
a la creacion de bibliotecas de espectros de masas que facilitan la labor de identificacion
de los metabolitos que componen la mezcla. Sin embargo, la GC-MS abarca un rango
de masa limitado y el ion molecular a menudo no se detecta debido a la fragmentacion,

lo que dificulta la identificacion de compuestos desconocidos.

VENTAJAS PLATAFORMA DESVENTAJAS
Minima preparacion de la muestra
No destruye la muestra NMR Sensibilidad
Reproducibilidad Resolucién
Informacion estructural
No necesita derivatizacion LC-MS No existen buenas bibliotecas
Variedad de metabolitos ) de espectros
Sensibilidad

Requiere derivatizacion

Reproducibilidad GC-MS Rango de masa limitado

Bibliotecas de espectros

Tabla I.1. Principales ventajas e inconvenientes de tres de las metodologias empleadas en Metabolomica.

Dado que la GC-MS ha sido la técnica de eleccion para el analisis metabolomico en esta

Tesis Doctoral, se explica con mas detalle en el siguiente apartado.

1) Métodos utilizados en esta Tesis Doctoral: Cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas

Del mismo modo que en los estudios protedmicos, la MS utiliza el valor m/z para
identificar metabolitos. Una explicacion mds detallada sobre la MS puede encontrarse

en el apartado “5.1.1.3. Analisis por espectrometria de masas”.

Una buena separacion cromatografica antes del andlisis por MS es fundamental para
reducir la complejidad de la muestra y mejorar la resolucion, evitando que los picos
cromatograficos de los diferentes metabolitos puedan solapar y permitiendo el analisis
de un elevado nimero de metabolitos con una gran sensibilidad. La GC-MS es una
plataforma ampliamente usada para el andlisis de compuestos volatiles tales como
acidos grasos y acidos organicos (124). Debido a que la separacion en GC se produce en
funcion de los diferentes puntos de ebullicion de los compuestos presentes en la mezcla,

es necesario que los metabolitos a separar sean volatiles y estables térmicamente. Por
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eso, los metabolitos volatiles y de bajo peso molecular puede analizarse directamente,
como en el caso del andlisis de aire exhalado para la busqueda de biomarcadores de
enfermedad (125). Sin embargo, en la mayoria de los casos, los metabolitos son
sensibles a la temperatura necesaria para su separacion, o no son volatiles en el intervalo
de temperaturas que permite utilizar el analizador. En estos casos, es necesario realizar
un paso previo al andlisis denominado derivatizacion que lo que hace es transformar un
compuesto en un producto de estructura quimica similar pero con propiedades quimicas
diferentes, para aumentar asi el nimero de metabolitos detectables utilizando métodos
basados en la GC. La derivatizacion puede realizarse en un unico paso mediante
sililacion, aunque lo mdas habitual es el uso de un paso de oximacion previo a la
sililacion para disminuir el nimero de productos secundarios que dardn lugar a analisis
cualitativos y cuantitativos erroneos (126). Entre los reactivos de derivatizacion mas
utilizados se encuentran el BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida) y el

MSTFA (N-metil-(trimetilsilil) trifluoroacetamida) (115, 127, 128).

MS Inyeccion
777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 dela
Vac io i GC muestra
Cuadrupolo
Detector 1

-l
)

Figura 1.9. Esquema de la estructura de un GC-MS. Tras ser inyectada, la muestra pasa a un horno
donde se encuentra la columna y de ahi a la fuente de ionizacion, donde se generan iones positivos por
impacto electronico. Los iones pasan al analizador de masas, que en este caso es un cuadrupolo, y por

ultimo llegan al detector.

La muestra se inyecta en el GC que consta de un horno en el que se encuentra la
columna (Figura 1.9). Mediante la programacion de una rampa de temperatura se
consigue que los metabolitos pasen de forma escalonada al MS en funcidén de su punto
de ebullicion. En este caso, dado que se trata de moléculas pequefias que tras su
separacion cromatografica se encuentran en estado gaseoso, se emplea un tipo de

ionizacién denominado ionizacién por impacto electronico (El, electronic impact). Las
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moléculas son golpeadas por un haz de electrones de alta energia generado en un
filamento metalico calentado a altas temperaturas y se convierten en iones positivos.
Este impacto puede dar lugar simplemente a la generacion de un ion positivo o bien a
una ruptura en fragmentos mas pequenos, a su vez cargados positivamente. Todos estos
fragmentos pasan al analizador de masas, que en este caso se trata de un cuadrupolo (ver
apartado “5.1.1.3. Analisis por espectrometria de masas”). Por ultimo, el detector
registra todos los iones segin su relacion m/z y los cuantifica segiin su abundancia

relativa, dando lugar al espectro de masas de cada metabolito ionizado.
5.2.1.3. Analisis de datos

El analisis metabolomico de una muestra genera grandes cantidades de datos en bruto
que requieren un importante procesado previo. Existen una gran variedad de programas
informaticos disefiados para facilitar y automatizar el analisis de estos datos mediante la
eliminacion del ruido, deteccion de los picos correspondientes a la sefial, la
normalizacion y la comparacion de multiples conjuntos de datos mediante una correcta
alineacion de las senales (129-133). Otra dificultad de la Metabolomica es la
identificacion de los metabolitos de un modo automatico, debido a la falta de bases de
datos completas y la complejidad quimica de muchos de los metabolitos aunque

actualmente, existen bases de datos que incluyen un gran numero de compuestos (134).

6. BIOLOGIA DE SISTEMAS E INTEGRACION DE RESULTADOS

El sistema cardiovascular interacciona con todos los componentes del organismo vy,
ademads, las enfermedades cardiovasculares (ECV), incluyendo la EAD, son
enfermedades multifactoriales. Por este motivo, estudiar por separado los diferentes
mecanismos que afectan a genes, proteinas o metabolitos no es suficiente para explicar
los procesos fisiologicos y patologicos que se dan en este sistema. La integracion de los
resultados de las —6micas a través de la biologia de sistemas es esencial para identificar
redes de metabolitos y proteinas asociados a un proceso biologico. En el caso de la
EAD, se han descrito interacciones entre multiples tipos celulares (células intersticiales,
macrofagos, linfocitos, células endoteliales, etc.) con multitud de proteinas
interconectadas que se expresan de forma variable en los diferentes componentes.
Normalmente esas redes se deducen de publicaciones previas tras una exhaustiva

busqueda bibliografica basada en asociaciones conocidas con otras enfermedades o vias
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metabolicas. La existencia de grandes bases de datos que compilan los hallazgos de toda
la comunidad cientifica como GeneBank (secuencias genéticas) (135) UniProt
(proteinas) (136) o Golm Metabolome Database (metabolitos) (137) es indispensable
para comparar e integrar resultados procedentes de estudios diferentes. Ademads, la
representacion esquematica de redes de interaccion es una de las estrategias mas
comunes en Biologia de Sistemas, ya que permite estudiar complejas relaciones
biologicas de una manera ordenada y metodica. Diferentes herramientas informaticas
son capaces de generar redes biologicas, muchas de ellas basadas en Cytoscape, una
herramienta gratuita para visualizacion de redes de interaccidon que ademds permite la
integracion de datos de expresion y gendmica en dichas redes de interaccion (138, 139).
PANTHER (140) y DAVID (141, 142) son programas gratuitos accesibles a través de
internet que proporcionan una completa variedad de herramientas de analisis funcional
como analisis de la funcidn molecular, ontologia y rutas en las que participan genes y/o
proteinas, para ayudar a los investigadores a entender el significado biologico que se
oculta tras un listado de genes/proteinas. Otros programas interesantes son Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com), que proporciona
las funciones biologicas mas importantes presentes en un conjunto de proteinas junto
con su significacion estadistica, o STRING, una base de datos de interacciones proteicas
empiricas o predichas incluyendo asociaciones directas (fisicas) e indirectas

(funcionales) (143).

Usando una aproximacion integrada, podremos obtener una imagen mas completa de

los mecanismos moleculares que existen durante el desarrollo de la EAD.

7. LAS —OMICAS EN LA EAD

El estudio de las ECV ha sido frecuentemente abordado mediante andlisis proteémico,
en busqueda de biomarcadores con caracter prondstico, diagnostico, asi como de dianas
terapéuticas. Sin embargo, no ha ocurrido asi con la EAD, a pesar de la utilidad de este
tipo de andlisis en la caracterizacion molecular de la enfermedad y como fuente de

potenciales biomarcadores.

Como hemos visto, existe una poblacion de VICs implicadas en la proliferacion celular
y en la sintesis de la matriz extracelular, que juegan un papel fundamental en el

desarrollo de la EAD y cuya diferenciacion en miofibroblastos primero, vy
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posteriormente en células similares a osteoblastos, provoca la calcificacion del tejido
valvular (5). Bertacco y col, en el afo 2010, (144) realizaron el primer estudio
protedmico de células aisladas de la VA. Para ello utilizaron una subpoblacion de VICs
bovinas que expresaban marcadores de osteoblastos (fosfatasa alcalina y osteocalcina) y
promovieron la calcificacion de colageno de la matriz como respuesta a la endotoxina
(LPS). En este estudio, se compararon VICs con y sin tratamiento de LPS mediante 2-
DE, estudiando por separado las proteinas del citosol y de la membrana celular. Los
resultados mostraron alteraciones en diferentes proteinas (34 citosolicas y 10 de
membrana) que estaban implicadas en plegamiento de proteinas mediado por
chaperonas, metabolismo y transporte proteico, organizacion del -citoesqueleto,
homeostasis del 6xido nitrico y reacciones redox, confirmando que existen cambios
estructurales, metabolicos y de sefalizacion en las VICs aorticas que han adquirido un

fenotipo pro-calcificante.

Los estudios a nivel de tejido completo proporcionan una valiosa informacion acerca de
los procesos moleculares que estan teniendo lugar a nivel local. En el afio 2011,
utilizando un modelo murino, Angel y col. (145) realizaron un estudio proteémico de la
VA y la vélvula pulmonar a nivel de tejido completo. Analizaron el proteoma de ambas
valvulas procedentes de ratones adultos mediante LC-MS/MS con el objetivo de
describir un perfil proteico asociado al mantenimiento del tejido asi como proporcionar
una plataforma para futuros estudios protedmicos comparativos acerca del proceso
patologico de la EAD. Recientemente, se ha realizado en nuestro laboratorio un estudio
comparativo sobre tejido humano de VA afectada de EAD frente a tejido control. Para
ello, se desarrolld un protocolo para analizar la VA calcificada utilizando 2D-DIGE
(146), que posteriormente se utilizd para realizar un estudio comparativo entre VA
estendticas y VA sanas procedentes de necropsias (147). Mediante esta aproximacion,
se encontraron proteinas diferencialmente expresadas implicadas en procesos clave

relacionados con la ECV como fibrosis, homeostasis y coagulacion.

Para obtener una visidn mas completa de un proceso fisiopatologico hay que tener en
cuenta que existe un intercambio de moléculas entre los tejidos y la circulacion
sanguinea, lo que ademds implica la posible liberacion de marcadores tisulares con
utilidad clinica. Por eso es importante complementar los estudios de tejido con estudios

de plasma o secretoma. Ambos tipos de estudios se han llevado a cabo en nuestro
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laboratorio utilizando muestras humanas. En el primer caso, se realiz6 un analisis
comparativo mediante 2D-DIGE utilizando plasma de pacientes con EAD frente a
plasma de individuos sanos (148). Para realizar un barrido lo mas amplio posible, se
utilizaron distintos protocolos de preparacion del plasma previo al analisis usando
plasma completo, plasma deplecionado mediante cromatografia de afinidad y plasma
ecualizado. Este estudio destaca la EAD como proceso inflamatorio asociado a
alteraciones en la homeostasis sanguinea y coagulacién. También resalta la importancia
de la proteolisis como mecanismo regulador en el proceso de la patologia. El anélisis y
la identificacion de proteinas secretadas por células o tejidos es de gran interés ya que,
no solo proporcionan informacion acerca de procesos fisiopatologicos, sino que también
constituyen una importante fuente de biomarcadores y de potenciales mediadores que
puedan actian como factores paracrinos o autocrinos (149). Con el objetivo de estudiar
el secretoma de VA calcificadas y VA sanas, se realizd el cultivo de explantes
valvulares en presencia de medio con aminoacidos marcados (150). Posteriormente, se
analiz6 el sobrenadante mediante LC-MS/MS. Se encontr6 un gran nimero de proteinas
de la ECM, indicando que existe una remodelacion tisular activa como consecuencia de

la pérdida de elasticidad de la VA.

En estos estudios, se han encontrado proteinas moduladas por la EAD previamente
descritas en aterosclerosis, lo que apoya la teoria de que son enfermedades relacionadas
entre si de alguna manera. De hecho, varios autores han estudiado en otros tejidos del
corazon como el miocardio o la aorta el efecto de diferentes valvulopatias y su relacion
con la aterosclerosis. En varios trabajos conjuntos, Baykut, Bergquist y col. (151, 152)
realizaron estudios protedmicos comparativos sobre muestras de miocardio procedente
de auricula derecha en dos tipos de pacientes diferentes: un grupo sufria enfermedad
coronaria y otro, enfermedad valvular adrtica. El objetivo de este estudio era comprobar
si existia una relacion en los mecanismos moleculares implicados en la respuesta del
miocardio al desarrollo de ambas patologias. En un primer andlisis (152), hallaron
patrones de distribucidon caracteristicos de cada enfermedad. Posteriormente, la
identificacion de las proteinas les permitié sugerir la desmina, el lumican y la isoenzima
adenilato ciclasa como posibles biomarcadores especificos, a nivel del miocardio (151).
Por otro lado, Matt y col. (2007) (153, 154) realizaron estudios protedémicos
comparativos mediante 2-DE y MS utilizando muestras de aneurisma de aorta, con y sin

dilatacion, de pacientes con VA bicuspide y tricispide. El objetivo de estos trabajos era
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conocer el mecanismo molecular desencadenante de esta patologia y saber si existe una
asociacion con el tipo de VA del paciente. Tras las identificaciones (154), encontraron
diferencias a nivel de diferentes fosfoproteinas asi como cuatro formas fosforiladas
diferentes de la HSP27, concluyendo que existen diferentes mecanismos asociados a la
dilatacion aortica. Utilizando los mismos grupos experimentales, Kjellgvist y col
(2013). (155) analizaron sus perfiles proteicos, mediante 2D-DIGE, y génicos,
mediantes estudios de expresion de ARNm. Sus resultados también apoyan la hipotesis
de que existen mecanismos moleculares divergentes, tanto a nivel protedmico como
transcriptomico, que dan lugar al aneurisma aortico segun el tipo de VA (bicuspide o
tricispide) de los pacientes. En un intento mas directo de relacionar la enfermedad
arterial y la EAD, Neufeld y col. (2014) (156) estudiaron la arteria renal, ya que es un
sitio en el que de manera habitual se producen lesiones ateroscleroticas, y la VA de
cerdos sanos. El objetivo de este estudio era estudiar el papel de la captacion de LDL
durante el estadio temprano de la aterosclerosis y la EAD. Estos investigadores,
utilizaron cromatografia de afinidad seguida de iTRAQ para definir las proteinas
implicadas en la retencion del LDL en los dos tipos de muestras, concluyendo que la
decorina y el biglican son las dos proteinas que mas contribuyen a esa retencion, tanto
en VA como en arteria, debido a su interaccidon con residuos de lisina de la

apolipoproteina B.

Tras la revision bibliografica, queda patente la importancia de determinados procesos
biolégicos, como inflamacion y homeostasis, para el desarrollo de la EAD. Ademas,
destaca la importancia del remodelado de la matriz extracelular como caracteristica

fundamental de esta enfermedad.

En cuanto al andlisis metaboldémico, no tenemos constancia de que se haya realizado
ningln estudio a gran escala hasta la fecha. Las aproximaciones clasicas para estudios
de moléculas pequetias concretas incluyen el uso del GC, pero utilizando otro tipo de
detectores menos sensibles que la MS. De esta forma se han estudiado los efectos, de
forma individual, del colesterol y otros esteroles procedentes de plantas en la EAD
(157-159). Sin embargo, esta aproximacidon no es comparable a la realizacion de

estudios masivos de metabolitos mediante el uso de la NMR o la MS.
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OBJETIVOS

El objetivo fundamental de la presente Tesis Doctoral es el estudio global de los
mecanismos moleculares que tienen lugar en la véalvula adrtica durante el proceso de
calcificacion que ocurre en la EAD, asi como profundizar en la relacion existente entre
la aterosclerosis y la EAD, buscando similitudes y diferencias entre ambos procesos
patologicos. La finalidad de este trabajo es seleccionar un panel de proteinas y
metabolitos de interés con valor potencial como biomarcadores diagnosticos y

pronosticos de la enfermedad, asi como nuevas dianas terapéuticas.

De este objetivo principal se derivan los siguientes objetivos particulares:

1. Desarrollar un modelo animal de EAD y estudiar el tejido valvular aértico sano y

estenotico mediante electroforesis bidimensional diferencial.

2. Estudiar la expresion diferencial de proteinas en plasma deplecionado de pacientes
con EAD frente a pacientes con A mediante electroforesis bidimensional diferencial en

gel.

3. Realizar un estudio metabolémico de plasma completo de pacientes con EAD frente a

pacientes con IA mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

4. Realizar un estudio de histologia molecular mediante MALDI-IMS en secciones de

tejido humano de una valvula adrtica estenotica con creciente grado de afectacion.

5. Estudiar la expresion diferencial de proteinas en tejido valvular de pacientes con

EAD frente a pacientes con IA mediante electroforesis bidimensional diferencial en gel.

6. Estudiar la influencia de la aterosclerosis sobre la estenosis adrtica mediante analisis
de expresion diferencial en gel de proteinas empleando vélvulas procedentes de
trasplantes, pacientes con IA y pacientes con EAD, clasificados en funcion de la

presencia de enfermedad arterial coronaria subyacente.
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MATERIAL Y METODOS

1. OBTENCION Y EVALUACION DE LAS MUESTRAS
1.1. MODELO ANIMAL

Para el modelo animal se utilizaron 16 conejos macho de raza Nueva Zelanda blanca
(NZWR, New Zealand White Rabbit), con pesos comprendidos entre 2 y 2.5 kg. Los
animales se dividieron de manera aleatoria en 2 grupos, en los que se llevd a cabo
diferente protocolo de alimentacion. El grupo control recibid pienso normal de conejo
mientras que al patologico se le proporciond pienso enriquecido con un 1% de
colesterol y 50000 UI/Kg de vitamina D, (Harlan). Los animales se alimentaron ad
libitum durante 12 semanas. Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados
por el Comité Etico de Experimentacion Animal del IIS-Fundacion Jiménez Diaz,

centro en el que se llevd a cabo todo el manejo de los animales.

Para el estudio de la evolucidon del modelo animal, se realizaron ecocardiografias
transtoracicas al inicio del experimento (t=0), a las 6 semanas (t=6) y a las 12 semanas
(t=12). También se tomaron muestras de sangre de la vena marginal de la oreja. A las
12 semanas los animales fueron sacrificados con una inyeccion de ketamina (100
mg/kg) y xilazina (20mg/kg) y diseccionados para extraer la VA objeto de estudio. Tras
ser lavadas con suero salino para eliminar los restos de sangre, dos valvas fueron
congeladas y almacenadas a -80°C para la posterior extraccion proteica. La tercera
valva fue fijada en formalina tamponada al 10% durante 24h y después incluida en

parafina para la posterior obtencion de cortes histologicos.

1.1.1. ECOCARDIOGRAFIA

Las imagenes de ultrasonidos se obtuvieron con una sonda de aplicacion neonatal S12-
4, una sonda sectorial de banda ancha de 4 a 12 MHz de rango de frecuencia, conectada
a un ecografo HD11XE (Philips Medical Imaging). Se visualiz6 el eje largo paraesternal
para observar la morfologia y la apertura de la valvula. Ademas, el gradiente

transvalvular adrtico se registré usando Doppler de onda continua desde planos apicales.



1.1.2. ANALISIS DE SANGRE

Se realizaron andlisis de sangre a t=0, t=6 semanas y t=12 semanas en el servicio de
andlisis clinicos del IIS-Fundacién Jiménez Diaz. Mediante ensayos enzimaticos de
rutina, se midieron los valores de calcio, fosforo, potasio, triglicéridos, colesterol total y

colesterol LDL, HDL y no-HDL (medido como colesterol total menos HDL).

1.1.3. ANALISIS HISTOLOGICOS

Con las muestras incluidas en parafina se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina
(H&E), para observar la estructura general de la valvula, y rojo de alizarina para la
visualizacion de depositos de calcio. Ademas, se realizaron inmunohistoquimicas (IHQ)
con anticuerpos monoclonales contra RAMI1 y a-actina (DAKO) para localizar
macréfagos y miofibroblastos, respectivamente. Estas muestras se desparafinaron
previamente a los procesos de tincion e IHQ de la siguiente manera: incubacion a 60°C

1h, 3 lavados con xilol de Smin, etanol 100%, etanol 96% y etanol 70% y agua.

Los protocolos de tincion general y especifica utilizados fueron los siguientes:

1) Hematoxilina-eosina

- Fijacion con acetona fria y secado al aire

- Lavado con agua

- Tincidn con hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich) durante 10 min

- Lavado con agua

- Tincién con eosina en solucion alcohdlica (Sigma-Aldrich) durante 30
seg

- Deshidratacion en bateria de alcoholes (70%, 95%, 100%)

- Xilol

- Montaje con DPX (Fluka)

2) Rojo de Alizarina

- Tincién con una soluciéon de rojo de alizarina S (Sigma-Aldrich) 2%
(p/v), pH 4.1-4.3 durante 5 min

- Eliminacion del exceso de colorante con papel secante
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- Deshidratacion en acetona y acetona-xilol (1:1)
- Xilol
- Montaje con DPX (Fluka)

3) Inmunohistoquimicas: RAM11 y a-actina

- Recuperacion antigénica mediante la solucion comercial Target Retrieval
Solution pH 9 (10x) 3-in-1 (Dako) durante 30 min en autoclave a 97°C.

- Lavado en PBS

- Fijacion con acetona fria y secado al aire

- Lavado con agua

- Delimitacion de secciones con boligrafo de IHQ (Invitrogen)

- Bloqueo con suero normal de cabra 10% (para RAMI1) o BSA 10%
(para a-actina) durante 1 hora

- Incubacion con anticuerpo primario: dilucion 1:100 (ambos anticuerpos)
en diluyente de anticuerpos (Dako) durante 30 min

- 3 lavados de 5 min en PBS-T

- Bloqueo de las peroxidasas endogenas con H,O, al 3% durante 5 min

- Lavado de 5 min en PBS-T

- Incubacion anticuerpo secundario: dilucion 1:100 (Polyclonal Goat Anti-
Mouse Immunoglobulins-HRP, Dako) durante 30 min

- 3 lavados de 5 min en PBS-T

- Revelado con 3,3’-diaminobencidina (DAB, Dako)

- Lavado con agua

- Tincién de fondo con hematoxilina durante 1 min

- Lavado con agua

- Deshidratacion en bateria de alcoholes (70%, 95%, 100%)

- Xilol

- Montaje con DPX (Fluka)

1.2. MUESTRAS HUMANAS
1.2.1. SELECCION DE SUJETOS Y OBTENCION DE MUESTRAS

Para realizar los estudios de esta Tesis Doctoral se utilizaron muestras de individuos con

EAD, con IA e individuos sometidos a transplante cardiaco (sin valvulopatias). Las
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muestras de pacientes con EAD e IA se obtuvieron a partir de individuos sometidos a
cirugia de reemplazo valvular aortico, tanto en el Hospital Virgen de la Salud (Toledo)
como en el Hospital Universitario Gregorio Marafion (Madrid). En el caso de las 1A,
solo se han considerado aquellas debidas a una dilatacion del arco aortico para evitar la
afectacion de la valvula. También se obtuvieron muestras de individuos procedentes de
operaciones de trasplantes de corazon, tanto en el Hospital Gregorio Marafibn como en
el Hospital La Fe (Valencia), siendo el motivo del trasplante ajeno a patologia valvular
aortica, por lo que la VA no deberia presentar afectacion. Se descartaron las muestras
(sangre y tejido) de pacientes con VA bicuspides, doble afectacion aortica (EAD e TA)
y/o lesion mitral. Ademas, se examinaron las VA de trasplantes e IA para comprobar
que eran macroscopicamente normales y que no presentaban ningun grado de
calcificacion. El estudio se realiz6 de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y fue
aprobado por los Comités Eticos de los hospitales implicados en la obtencion de

muestras. En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes.

La sangre se recogio en tubos pretratados con EDTA y se sometid a una centrifugacion
de 10 minutos a 1125g a 20°C para el aislamiento del plasma. Por otro lado, las VA se
lavaron con suero salino para eliminar los posibles contaminantes de sangre. Ambas

muestras se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

El nimero de muestras pertenecientes a cada grupo, asi como sus caractericticas basales

y sus factores de riesgo cardiovascular, se encuentran recogidos en los resultados.

1.2.2. CARACTERIZACION HISTOLOGICA

Para realizar el andlisis histologico, una de las valvas de cada VA fue fijada en
formalina al 10% durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se descalcificaron
utilizando el reactivo comercial Shandon TBD-1 (Thermo Scientific) y se incluyeron en
medio Optimo para corte a baja temperatura (OCT, Optimal Cutting Temperature
compound). Se realizaron cortes histologicos de 6 pm y se estudiaron por tincion de
H&E, tincion para fibras elasticas Verhoeff’s Van Gieson (EVQG) y tincion de lipidos
Rojo Oleoso (Oil Red). También se realizaron IHQs para confirmar la presencia de
macrofagos y miofibroblastos utilizando anticuerpos frente a CD68 y a-actina,

respectivamente.
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1) Hematoxilina-eosina

Se sigui6 el protocolo detallado en el apartado “1.1.3.Andlisis histologicos”.

2) Tincion de fibras elasticas (EVG)

Fijacion con acetona fria y secado al aire

Tincion con hematoxilina de Verhoeft (10 ml de hematoxilina alcohdlica,
4 ml de cloruro férrico 10% y 4 ml de lugol) durante 30 min

Lavado con agua corriente

Diferenciacion en cloruro férrico 2% durante 1-2 min

Aclarar con agua

Incubacion con tiosulfato sddico 5% durante 1 min

Lavado en agua

Tincion de fondo con solucion de Van Gieson (100 pl de fucsina acida
1% y 4.5 ml de 4cido picrico)

Deshidratacion en bateria de alcoholes (95%, 100%, 100%)

Xilol

Montaje con DPX (Fluka)

3) Tincion de lipidos (Oil Red)

Fijacion con formalina

Tincién con una solucién de Oil Red O (Sigma-Aldrich) 0.6% (p/v) en
isopropanol 60%, filtrada en el momento, durante 20 min

Lavado con agua

Tincion de fondo con hematoxilina durante 1 min

Montaje con gelatina glicerinada

4) Inmunohistoquimicas: CD68 y a-actina

Se siguio el protocolo detallado en el apartado “1.1.3.Andlisis histoldgicos”, con

las siguientes modificaciones:

Bloqueo con BSA 10% durante 1 hora (tanto en el caso de CD68 como

a-actina)
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- Incubacion con anticuerpo primario: dilucion 1:50 para CD68 y 1:100

para a-actina en diluyente de anticuerpos (Dako) durante 30 min

2. ESTUDIOS PROTEOMICOS
2.1. PREPARACION DE EXTRACTOS PROTEICOS

Como hemos visto en la Introduccion, la preparacion de la muestra es un paso
importante que debe ser cuidadosamente adaptado a cada tipo de muestra. Una vez
preparados los extractos, la concentracion de proteina de cada muestra se determino
usando el método de Bradford-Lowry (Bio-Rad protein assay)(160), guardandose

después las mismas a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

2.1.1. PLASMA

Para la realizacion del estudio protedmico de plasma se llevo a cabo un fraccionamiento
de la muestra con el objetivo de eliminar las proteinas mayoritarias que pueden

enmascarar a aquéllas menos abundantes en el plasma.

2.1.1.1. Deplecion de las proteinas mayoritarias del plasma

La inmunodeplecion de las muestras de plasma se llevo a cabo mediante cromatografia
liquida utilizando un cromatografo HPLC 1200 series (Agilent Technologies) con una
columna de afinidad MARS Hu-14, 4,6mm x 50mm (Agilent Technologies) (161). Esta
columna contiene anticuerpos policlonales contra 14 proteinas que constituyen el 94%
del contenido proteico total del plasma: albumina, IgG, antitripsina, IgA, transferrina,
haptoglobina, fibrindgeno, a-2-macroglobulina, a-1-glicoproteina, IgM, apolipoproteina
Al, apolipoproteina All, complemento C3 y transtiretina. El protocolo utilizado fue el
recomendado por la casa comercial, que incluye el uso de 2 tampones especiales

denominados Tampén A y Tampdn B (Agilent Technologies) (Figura MM.1).
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Proteinas deplecionadas: albimina,
IgG, antitripsina, IgA, transferrina,
haptoglobina, fibrinogeno, o-2- Cromatograma
macroglobulina, o-1-glicoproteina
acida, IgM, apolipoproteina Al,
apolipoprotema AII, complemento
C3 v transtiretina

A
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Figura MM.1. Deplecion de proteinas mayoritarias. Esquema representativo de la deplecion donde se

indican las proteinas deplecionadas mediante cromatografia de afinidad.

El tampon A es un tampon fosfato de pH neutro indicado para realizar los pasos de
inyeccion de la muestra, equilibrado y lavado de la columna, mientras que el tampon B,
con urea y de pH acido, estd indicado para llevar a cabo la elucion de las proteinas
mayoritarias retenidas por la columna. Para cada pinchada en el HPLC, 20 ul de plasma
fueron diluidos con 60 ul de Tampon A y centrifugados a través de un filtro de acetato
de celulosa de 0.22 pum. Tanto la inyeccion como los pasos cromatograficos se
realizaron segin las indicaciones de la casa comercial (Tabla MM.1.). Una vez
realizadas las carreras correspondientes, se recogieron las fracciones de las proteinas no
retenidas (minoritarias) y se pasaron a tubos concentradores (Centrifugal Filter Amicon
Ultra, Ultracel 3K, Millipore), que fueron centrifugados a 4000g durante 25 min. Para
eliminar los restos de tampon A se realizaron 4 lavados con un tampon de bicarbonato
amonico (65 mM AMBIC, 0.5 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 0.5 mM
acido etildiaminotetraacético (EDTA)) consistentes en afadir 4.5 ml de este tampon y
repetir los pasos de centrifugacion hasta dejar un volumen de 250-500 pl de muestra

cada vez. Tras el ultimo lavado, cada muestra quedd en un volumen de 200-250 ply fue
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dializada frente a 20 mM Tris utilizando tubos comerciales con una membrana de 1

KDa de poro (Mini Dialysis Kit, GE Healthcare).

0.00 100 0 0.125 11.51 0 100 1.000
9.50 100 0 0.125 16.00 0 100 1.000
9.51 100 0 1.000 16.01 100 0 1.000
11.50 100 0 1.000 25.00 100 0 1.000

Tabla MM.1. Pasos cromatograficos para la deplecion de proteinas mayoritarias. Programa
cromatografico empleado indicando el tiempo de carrera asi como el porcentaje de tampén A o B y el

flujo empleado en cada momento.

2.1.2. TEJIDO

El primer paso para la obtencion de los extractos proteicos consistid en pulverizar las
valvas con nitrogeno liquido en un mortero. Dado que las valvulas de humano y de
conejo presentan grandes diferencias de tamafio, y dada la mayor calcificacion de las de

origen humano, la extraccion de proteinas se realizé de forma diferente.
2.1.2.1. Modelo animal

En este caso, se llevd a cabo un protocolo simple de extraccion, con el objetivo de
minimizar la pérdida de material proteico. Tras machacar el tejido, el polvo se mezclo
con un solucién de lisis compuesta por 7M Urea, 2M Thiourea, 4% p/v CHAPS y 1%
p/v DTT. Esta solucion se sometido a 2 ciclos de sonicacion-hielo para favorecer la
extraccion de proteinas del tejido y se centrifugd a 14000g, posteriormente se recogio el

sobrenadante correspondiente al extracto proteico de la muestra.
2.1.2.2. Humano

En este caso, al tratarse de un tejido mas grueso y con mayor presencia de lipidos y
nddulos calcificados, se utilizd una extraccion en dos pasos basada en el método que
nuestro grupo habia descrito previamente (146) con ligeras modificaciones. Para ello, se

le afiadi6 al polvo obtenido una solucion de lisis compuesta por PBS, 2.5 mM DTT,
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0.1% SDS y ImM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Esta solucion se sometio a 5
ciclos de sonicacion-hielo y se centrifugd a 14000g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante 1 (E1), que contenia la mayor parte de las proteinas solubles, fue recogido
y conservado a 4°C. Sobre el precipitado se anadi6 una solucion de 7M Urea, 2M
tiourea y 4% CHAPS para maximizar la extraccion de proteinas hidrofobicas y de
membrana. Tras otros 5 ciclos de sonicacion-hielo y la centrifugacion, se recogio el
sobrenadante (E2) y se juntd con el El. Este extracto proteico se filtr6 mediante
centrifugacion utilizando filtros de 0.22 um y se dializ6 frente a 20 mM Tris utilizando

unos tubos comerciales con una membrana porosa de 1 KDa de punto de corte.

2.2. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DIFERENCIAL (2D-DIGE)
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Figura MM.2. Esquema del protocolo de 2D-DIGE. Las proteinas de hasta tres muestras distintas,
antes de ser separadas, son marcadas con fluordforos diferentes y espectralmente distinguibles. Las tres
muestras son mezcladas y separadas en un unico gel, reduciendo la variabilidad entre geles y mejorando
la reproducibilidad y la capacidad de extraer informacion cuantitativa de los analisis. Asi, este sistema
permite la cuantificacion estadistica de pequefias variaciones en los niveles de expresion de proteinas

entre distintas muestras.

Antes de la electroforesis, se realizd una precipitacion con acetona de la cantidad
necesaria de proteina y se disolvid en tampén de marcaje a pH 8.5 (7M Urea, 2M
Tiourea, 4% CHAPS y 30 mM Tris) a una concentracion final de 7 mg/ml. El protocolo

completo del 2D-DIGE se encuentra esquematizado en la figura MM.2.
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2.2.1. MARCAJE

Antes de proceder con el IEF, es necesario preparar un estdndar interno que
corresponderd a una mezcla de todas las muestras que formen parte del estudio.
Después, 50 pg de proteina del estandar interno (por gel) y 50 pg de proteina de cada
muestra se marcaron covalentemente utilizando el kit comercial DIGE fluor minimal
dyes (GE Healthcare). De acuerdo con las especificaciones de la casa comercial, el
estandar interno se marcd siempre con el fluorocromo Cy2 mientras que las muestras de
cada grupo experimental se marcaron alternativamente con Cy3 y Cy5. De esta forma,
en cada gel incluimos un estdndar interno, un extracto del grupo patologico y uno del
grupo control (150 pg de proteina total), disminuyendo la variabilidad producida por el

manejo experimental.

Una vez preparadas las muestras, procedimos a reconstituir los fluorocromos del kit
segun las instrucciones de la casa comercial. Para ello, se disolvieron los fluorocromos
liofilizados en dimetilformamida anhidra (DMF, Sigma-Aldrich), obteniéndose una
solucion madre de 1 mM de concentracion que puede quedar almacenada a -20°C. Esta
solucion se diluyo después en DMF hasta 400 pmol/ul, concentracion de la solucion de
trabajo a la que deben utilizarse los fluorocromos para el marcaje. Para el 2D-DIGE se
utilizaron 50 pg de cada muestra a los que se anadieron 400 pmol (1 upl) del
fluorocromo correspondiente (Cy3 o Cy5, segun el disefio experimental). En el caso del
estandar interno, se marcd la mezcla entera con el Cy2 (manteniendo la proporcion de
proteinas y fluorocromo) antes de separar la cantidad correspondiente a cada gel. Las
muestras se incubaron en hielo durante 30 min en oscuridad, para permitir la reaccion
de marcaje, que se detuvo posteriormente afadiendo 1 pl de lisina 10 mM por cada 50

pg de muestra e incubando de nuevo en hielo durante 10 min y en oscuridad.

2.2.2. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-DE)

Las muestras marcadas se combinaron segln el disefio experimental correspondiente, de
forma que en cada vial estaban los 150 pg de proteina correspondiente a cada gel. En
todos los casos, con motivo de evitar un posible sesgo por el marcaje con diferente
fluorocromo, se alternaron muestras marcadas con Cy3 y Cy5 en cada uno de los grupos
experimentales. En la tabla MM.2. se encuentran las condiciones experimentales de los

2D-DIGE elaborados en esta Tesis Doctoral.
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ORIGEN CONEJO HUMANO
TIPO DE . z
MUESTRA V.AORTICA | PLASMA V. AORTICA
Experimento 2D-DIGE 1 | 2D-DIGE 2 | 2D-DIGE 3 2D-DIGE 4
Sin EAC ConEAC
Grupos c |EAD | 1A |EAD| 1A |EAD s o
experimentales T IA [EAD| T IA [EAD
N de 6 6 |6 | 6] s | s |3 |3|6|3]|3]e¢
muestras/grupo
N° de geles 6 6 5 12
% Geles 10% 12% 12% 10%

Tabla MM.2. Grupos de estudio y condiciones empleadas para cada uno de los 4 experimentos 2D-
DIGE realizados. Se incluyen el origen y tipo de cada muestra, n° de muestras de cada grupo empleadas,

n° de geles necesarios por experimento y porcentaje de acrilamida de esos geles.

2.2.2.1. Isoelectroenfoque (IEF)

Cada vial se llevo a un volumen final de 450 pl de tampon de rehidratacion (7M urea,
2M tiourea y 4% CHAPS) con un 40 mM DTT y 2% v/v de anfolitos (IPG Buffer pH
3-10). Para el isoelectroenfoque, se emplearon tiras IPG de 24 cm con un intervalo de
pH 4-7, que se rehidrataron con las mezclas proteicas de forma pasiva durante toda la
noche. A la mafiana siguiente, se situaron las tiras en una bandeja especial de ceramica
(Ettan IPGphor Manifold Ceramic Tray, GE Healthcare) que a su vez se situé en una
unidad Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare) para la realizacion del IEF. Los programas

utilizados para las diferentes muestras fueron los siguientes:

1) Tejido: 1 h a 500 V, 2 h hasta 1000 V (en gradiente), 3 h hasta 8000 V (en
gradiente y 8000 V hasta 96000 V/h totales.

2) Plasma: 30 min a 500 V, 3 h hasta 3500 V (en gradiente), 3 h a 3500 V, 3 h
hasta 6000 V (en gradiente) y 6000 V hasta 69000 V/h totales.

2.2.2.2. Equilibrado

Tras el IEF, las tiras IPG se equilibraron en un tampon compuesto por 1.5 M Tris-HCI
pH 8.8, 6M urea, 87% v/v glicerol, 2% p/v SDS y azul de bromofenol. El equilibrado se

realiz6 en dos pasos: uno para reducir las proteinas, afiadiendo un 1% de DTT al tampo6n
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de equilibrado, y otro para evitar la re-oxidacion de las mismas mediante la adiccion de

un 2.5% p/v de IAA al tampon.

Se incuba la tira durante 20 minutos con cada solucion, a temperatura ambiente y en
agitacion. Tras un lavado con agua bidestilada, las tiras quedaron listas para la segunda

dimension.

2.2.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-
PAGE)

La segunda dimension se realizd siguiendo el protocolo propuesto por Laemmli con
algunas modificaciones. Se utilizo el sistema de electroforesis Ettan DALT six (GE
Healthcare) que incorpora un soporte de montaje de geles y una cubeta de electroforesis
que permiten polimerizar y correr hasta 6 geles simultdneamente, disminuyendo la
variabilidad experimental. Se realizaron geles de 24 x 20 cm al 10 y 12% de acrilamida,
segin el analisis (ver Tabla MM.2). Como catalizadores de la reaccion de
polimerizaciéon se afiadieron persulfato amoénico (APS) y N,N,N’,N,-51
tetrametiletilendiamina (TEMED). La preparacion de los geles siempre se realizdé 24h
antes de empezar la segunda dimension para asegurar que la reaccion de polimerizacion

fuera completa.

Una vez que tuvimos listos los geles, se situd cada tira IPG de forma horizontal sobre el
extremo superior de un gel, evitando la presencia de burbujas entre la tira y la superficie

del gel. La electroforesis tuvo lugar a 25°C, aplicando 1 W/gel durante toda la noche.

2.2.3. DIGITALIZACION Y ANALISIS DE IMAGENES

Después de realizar la segunda dimension, los geles 2D-DIGE fueron digitalizados
utilizando un escaner de fluorescencia Typhoon 9400 (GE Healthcare), que permite
obtener iméagenes de cada fluorocromo por separado debido a las diferentes longitudes
de onda de excitacion y emision que presentan cada uno de ellos. Las imagenes
obtenidas fueron importadas al programa DeCyder Differential Analysis Software (GE
Healthcare), version 7.0, con el que se realiz6 el procesamiento y andlisis estadistico de

las imagenes a través de los diferentes modulos que presenta:
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1) Anélisis diferencial en gel (DIA, Differential in-gel analysis): utilizando este
modulo se realizd la co-deteccion de las 3 imagenes de cada gel asi como la
cuantificacion de las manchas proteicas. En este programa, la abundancia se expresa
como una relacion de muestra/estandar interno: Cy3/Cy2 y Cy5/Cy2, lo que permite
tener un valor de intensidad normalizado para cada mancha. Una vez completada esta

fase, los datos generados son importados al siguiente modulo.

2) Andlisis de variacion biologica (BV A, Biological Variation Analysis): con
este modulo se efectud el emparejamiento de las manchas entre los distintos geles del
experimento y el andlisis estadistico de los niveles de expresion de las manchas en los
diferentes grupos de estudio. En este analisis se considerd que existia variacidon cuando
los niveles de expresion estaban alterados en £50% y dicha variacion se considerd
estadisticamente significativa cuando se encontraba dentro del intervalo de confianza

del 95% (p<0.05) determinado por la prueba #-Student o ANOVA, segun el caso.

3) Analisis de expresion diferencial (EDA, Extended Data Analysis): a través de
este modulo se realizaron los analisis de componentes principales (ACP) y el de
agrupacion jerarquica, empleando las manchas proteicas con diferencias significativas
entre los grupos de estudio. E1 ACP es un método estadistico que se utiliza para reducir
la dimensionalidad de un conjunto de datos, encontrar las causas de su variabilidad y

ordenarlas por importancia.

2.2.4. TINCION DE LOS GELES

Para la identificacion de las proteinas que se encontraron diferencialmente expresadas,
los geles del experimento 2D-DIGE se tifieron después de su digitalizacion. En algunos
casos fue necesaria la realizacion de 2-DE convencionales (sin marcaje fluorescente
previo) con mayor cantidad de proteina (geles preparativos), segin el protocolo descrito
en el apartado “2.2.2. Electroforesis bidimensional®, para la visualizaciéon e

identificacion de las manchas proteicas mas pequefias.

2.2.4.1. Tincion con plata

Para esta tincion se utilizo el kit comercial PlusOne Silver Staining (GE Healthcare)
basado en el método de Heukeshoven y Dernick (162). Esta técnica es la mas sensible,

aunque el rango de deteccion lineal es mas amplio en las técnicas que utilizan
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compuestos fluorescentes (87). El protocolo se realizd a temperatura ambiente y en
agitacion siguiendo las indicaciones de la casa comercial y se escanearon en un

densitometro GS-800 (BioRad).
2.2.4.2. Tincion fluorescente

La tincion fluorescente utilizada en este caso fue Oriole’™ (Bio-Rad). Aunque la
sensibilidad de este método es menor que la de la tincion de plata, es totalmente
compatible con la MS, lo que facilita la identificacién de proteinas. Ademas, es una
tincion rapida y sencilla que solamente consta de un paso de incubacion de 90 min. La
visualizacion de los geles se realizé en un escaner de fluorescencia EXQuest Spot Cutter
(Bio-Rad). Este aparato permite, no solo la visualizacion, sino también seleccionar y

cortar de forma automatica las manchas proteicas de interés.
2.3. IDENTIFICACION POR MS

El anélisis por espectrometria de masas de los digeridos enzimaticos de las manchas
proteicas se llevdo a cabo en la Unidad de Protedémica del Hospital Nacional de

Parapléjicos, SESCAM (Toledo).

Con este fin, las manchas proteicas de interés se cortaron tras la tincion correspondiente
y se digirieron automaticamente empleando un digestor Ettan Digester (GE Healthcare).
El protocolo de digestion utilizado fue el descrito por Shevchenko y col. (163), con
ligeras modificaciones. Para ello, los fragmentos del gel fueron reducidos y alquilados
utilizando 10 mM DTT y 55 mM IAA (Sigma-Aldrich), respectivamente, ambos
disueltos en 50 mM bicarbonato aménico (99% pureza; Scharlau). Posteriormente,
estos fragmentos se lavaron con 50 mM bicarbonato aménico en metanol 50% (grado
HPLC, Scharlau) y acetonitrilo 70% (grado HPLC, Scharlau), tras lo cual se secaron en
una centrifuga de evaporacion al vacio (Thermo Fisher). A continuacion, se afiadid
tripsina modificada de cerdo (Grado para secuenciacion; Promega) a una concentracion
final de 20 ng/ul en 20 mM bicarbonato amoénico y se incubd durante toda la noche a
37°C para llevar a cabo la digestion. Finalmente se utilizé acetonitrilo 60% en agua y
0.1% de acido formico (99.5% pureza; Sigma-Aldrich) para realizar la extraccion

peptidica.
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Una vez finalizada la digestion, se mezcld una alicuota de 0.5 pl con 0.5 pl de matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicinnamico (Sigma-Aldrich) en acetonitrilo 50% y 0.1% de 4cido
trifluoroacético. La mezcla se depositd en capa fina en una placa del espectrometro 384
Opti-TOF 123x81 mm MALDI (AB Sciex) y se secO a temperatura ambiente. Los
espectros de MS y MS/MS fueron obtenidos en modo automatico en un espectrémetro
de masas 4800 Plus MALDI-TOF/TOF Analizer (AB Sciex). La adquisicion de los
mismos se realizd en modo i0n-positivo con un laser Nd:YAG de 355 nm de longitud de
onda, a una frecuencia de 200 Hz, obteniéndose entre 100 y 2000 espectros
individuales. Para el andlisis de fragmentos de iones en modo TOF/TOF, los
precursores fueron acelerados a 8 kV y seleccionados en la puerta de entrada de iones.
Los fragmentos generados por colision de los precursores con aire en la camara de
colision CID fueron ademas acelerados a 15 kV en la fuente 2 y sus masas fueron
analizadas después de pasar por el reflector de iones. El andlisis automatico de los datos
de masas se realizo usando el programa informatico 4000 Series Explorer v.3.5.3 (AB
Sciex). La calibracion interna de los espectros de masas del MALDI-TOF fue realizada
usando 2 iones de la autolisis de tripsina (m/z = 842.510 y m/z = 2211.105,
respectivamente). Para las calibraciones del MALDI-MS/MS, se utilizaron espectros de
iones fragmento obtenidos a partir de una mezcla de calibrantes de la casa comercial
(4700 Cal Mix, AB Sciex). Los datos de MALDI-MS y MS/MS fueron combinados
mediante el programa GPS Explorer v.3.6 (AB Sciex), que permitio la realizacion de
busquedas no redundantes en la base de datos de proteinas Swissprot 56.2 usando el
programa Mascot version 2.2 (Matrix Science) (164). Los parametros de busqueda
establecidos fueron: tolerancia de masas de 50 ppm, carbamidometilacion de cisteinas
como modificacion fija y oxidacion de metionina como variable; y la pérdida maxima
de un lugar de corte por parte de la tripsina. Los espectros de MS y MS/MS vy las

busquedas fueron revisadas manualmente en detalle usando este programa.

2.4. VALIDACION DE LOS RESULTADOS

Para la validacion de las proteinas encontradas diferencialmente expresadas en los
analisis 2D-DIGE, se emplearon grupos independientes de muestras, a excepcion de las
validaciones del modelo animal. En este caso, debido a la limitacion del niumero de
animales, se empled el plasma de los mismos conejos para corroborar los resultados

encontrados en el tejido valvular.
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2.4.1. MONITORIZACION POR REACCION SELECCIONADA (SRM)

Para la validacion mediante SRM, las proteinas de los extractos se redujeron y
alquilaron mediante dos incubaciones consecutivas: 100 mM DTT (Sigma-Aldrich)
durante 30 min a 37°C seguido de 550 mM IAA (Sigma-Aldrich) durante 20 min a
temperatura ambiente y en oscuridad, en ambos casos en presencia de 50 mM
bicarbonato amoénico (99% pureza, Scharlau). A continuaciéon, se anadio 50 mM
bicarbonato amoénico, 15% acetonitrilo (grado LC-MS, Scharlau) y una solucion de
tripsina modificada de cerdo a una relacion final de 1ug tripsina por cada 50 pg de
proteina. Tras la incubacion a 37°C durante toda la noche, la digestion se detuvo
anadiendo 2% de 4cido formico y las muestras se limpiaron utilizando columnas de
centrifugacion con resina C18 (Pep-Clean, Pierce). El digerido triptico se sec6 en una
centrifuga de evaporacion al vacio y se resuspendié en una solucion de 2% acetonitrilo

con 2% acido férmico antes del andlisis por MS.

Para el andlsis LC-MS/MS se utiliz6 un sistema constituido por un nano-LC TEMPO
(AB Sciex) combinado con un muestreador automatico nano-LC y acoplados a un triple
cuadrupolo 4000 QTRAP (AB Sciex) con una fuente NanoSprayll (AB Sciex). Se
hicieron tres inyecciones para cada muestra (4 pl conteniendo 8 ug de proteina) usando
fase movil A (2% ACN/98% H,0, 0.1% FA) con un flujo de 10 pl/min durante 5 min.
Los péptidos se cargaron en un cartucho de micro-precolumna (AcclaimPepMap 100
C18.5 um, 100 A; 300 um x 5 mm) para preconcentrar y desalinizar las muestras. La
cromatografia liquida de fase reversa se realiz6é en una columna C18 (Onyx Monolithic
C18, 150 x 0,1 mm., Phenomenex) en gradiente de fases A y B (98% ACN/2% H-O0,
0.1% FA). Los péptidos se eluyeron con un flujo de 900 nl/min, siguiendo los siguientes
pasos: de 2% a 15% de fase B durante 2 min, de 15% a 30% de fase B durante 18 min,
de 30% a 50% de fase B durante 5 min, de 50% a 90% de fase B durante 2 min y
finalmente el 90% de fase B para regenerar la columna durante 3 min. Para finalizar, la

columna se regener6 con un 2% de fase B durante 15 min mas.

Tanto el nano-LC TEMPO como el sistema 4000 QTRAP se controlaron mediante el
programa informatico Analyst v.1.4.5. El MS se configur6 para funcionar en modo de iones
positivos con voltaje de espray de ionizacion de 2800 V y a una temperatura del interfaz de
150°C. La fuente y la cortina de gas se establecieron a 20 y 10 psi, respectivamente

utilizdndose nitrogeno en ambos casos. La energia de la colision fue optimizada para
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obtener la maxima eficiencia de transmision y sensibilidad para cada transicion de SRM. El
algoritmo IntelliQuan incluido en el programa Analyst 1.4.5 se utiliz6 para calcular las areas
de pico correspondientes después de integracion. Para comparar la abundancia relativa de
cada muestra, las areas de pico fueron normalizadas frente al cromatograma total idnico

(TIC, total ion chromatogram).

2.4.2. TURBIDIMETRIA

Las validaciones por turbidimetria se basan en la formacion de compuestos insolubles
mediante la combinacidn de la proteina de interés con el anticuerpo especifico
correspondiente. Esto produce un cambio de absorbancia proporcional a la
concentracion de proteina en la muestra, que puede ser cuantificada por comparacion

con un calibrador de concentracion conocida.

Estos ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de anélisis clinicos Seralab (Oviedo),
utilizando un analizador quimico BS200E (Mindray). Todos los reactivos fueron de la
marca Spinreact y se utilizaron segin las instrucciones de la casa comercial.
Brevemente, la cantidad adecuada de muestra en cada ensayo se mezcl6 con el diluyente
y, tras ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada utilizando una longitud
de onda de 340nm, se midio la absorbancia de la mezcla. A continuacion, se afiadio el
anticuerpo correspondiente, se incubd 2 min y se procedid a una nueva medicion. La
cantidad de proteina de cada muestra se calculd en base a una calibracion de 6 puntos.

Ademas, se utilizo un control de calidad, como recomienda el fabricante.

2.5. ANALISIS BIOINFORMATICO DE INTERACCIONES PROTEICAS

El andlisis funcional de los datos se realizé utilizando la herramienta bioinformatica
DAVID v6.7. (Database for Annotation, Visualisation and Integrated Discovery), que
permite el analisis de ontologia y enriquecimiento (141, 142). De esta forma, se
exploraron las principales funciones biologicas asociadas a nuestras proteinas de interés,
asi como los términos de ontologia génica (GO, gene ontology) mas representados. A
continuacién, se realizd0 un agrupamiento con los términos estadisticamente
significativos (p<0.05, determinado por la prueba ¢-Student) para disminuir los términos
redundantes y calcular el valor de enriquecimiento y la significacion estadistica en cada

caso. Por otro lado, se realizo el andlisis de interacciones proteicas, tanto fisicas como
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funcionales, utilizando STRING v9.1. (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) (143). En ambos casos, se utilizd6 como referencia el conjunto del

genoma/proteoma completo de humano para estudiar el enriquecimiento.

3. ESTUDIOS METABOLOMICOS

El analisis metabolomico de plasma de pacientes con EAD frente a pacientes con IA se

realiz6 mediante GC-MS.

3.1. EXTRACCION DE METABOLITOS DE PLASMA

Para precipitar las proteinas del plasma, a 50 pul de muestra se afiadieron 50 pl de
acetonitrilo y se agitaron enérgicamente con un vortex durante 30 seg. Después se
centrifugd a 12000g durante 10 min, se recogieron 75 pl del sobrenadante y se llevaron

a sequedad calentando la muestra a 70°C durante 1h (165).

3.2. DERIVATIZACION DE LA MUESTRA

Antes del analisis, se procedio a la derivatizacion de la muestra mediante una reaccion
de sililacion en la que se sustituyeron los hidrégenos activos de los compuestos de la
muestra por grupos TMS (trimetilsilil). Este procedimiento se llevd a cabo en dos pasos
consecutivos (165). Primero, se incubd la muestra seca con 40 ul de hidrocloruro de
metoxiamina (20 mg/ml) en piridina (Sigma-Aldrich) durante 24h a temperatura
ambiente con agitacion orbital, con el fin de proteger los grupos carbonilo. Transcurrido
ese tiempo, se afladieron a la muestra 20 pl de BSTFA + 1% TMCS (Supelco) y se
incubd a 70°C durante lh para que se produjese la reaccion de derivatizacion. Para
finalizar, se afiadieron 5 pl de pentadecanoato de metilo (10 ppm) utilizado como
estandar interno, se centrifugd la muestra a 12000g y se recogieron 50 pl de

sobrenadante para su inyeccion en el GC-MS.

3.3. ANALISIS CROMATOGRAFICO

Para el analisis se utilizd un cromatografo de gases 6890N (Agilent Technologies)
unido a un detector de masas de cuadrupolo simple 5975¢ (Agilent Technologies). La
columna cromatografica utilizada fue una HP-5MS (5% fenilmetilsiloxano de 30 m x

250 pm x 0.25 um, Agilent Technologies). El programa de temperaturas utilizado fue el
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siguiente: temperatura inicial de 60°C, seguido de una rampa de 5°C/min hasta alcanzar
285°C, temperatura que se mantuvo durante 2 min completando asi un ciclo
cromatografico de 47 min. La inyeccion de la muestra (1 pl) se realizd6 en modo
splitless, es decir, sin fraccionamiento de la muestra previo a entrar en la columna,
utilizando helio como gas portador a un flujo constante de 1.5 ml/min. La temperatura
del inyector y de la interfase fueron 230 y 290°C respectivamente. La adquisicion se
realizé en modo SCAN con un voltaje de impacto electronico de 70 eV, la temperatura
de la fuente de iones fue de 230°C y se escaned un rango de masas entre 50-600 Da a

una relacion de 0.99 scan/seg.

3.4. CUANTIFICACION E IDENTIFICACION DE METABOLITOS

La adquisicion de los datos de cada inyeccion asi como la integracion, cuantificacion e
identificacion de los picos cromatograficos se llevd a cabo utilizando el programa

ChemStation (Agilent Technologies).

Una vez obtenidos los cromatogramas, los espectros de masas de cada uno de los picos
cromatograficos fueron comparados con los espectros de masas contenidos en la libreria
NIST 2.0 (National Institute of Standards and Technology), considerandose
identificados aquellos metabolitos cuya puntuacion de identificacion fuese igual o
superior a 60. Posteriormente, la integracidon del cromatograma permitid calcular las
areas bajo la curva de cada pico identificado, que se normalizaron utilizando el

pentadecanoato de metilo como estandar interno.

3.5. ANALISIS DE DATOS

El andlisis de los datos se llevo a cabo utilizando MetaboAnalyst 2.0. (166, 167), que
permite el andlisis estadistico y facilita la interpretacion funcional de los datos mediante
el analisis de las vias metabodlicas. Para ello, se importaron los valores normalizados de
las areas de los picos obtenidos tras la integracion y se procedi6 a una normalizacion de
los datos para reducir la variabilidad técnica y conseguir que los datos tuvieran una
distribucion Gaussiana. Ademas, la varianza de los metabolitos mas abundantes tiende a
enmascarar seflales mas pequefas pero potencialmente significativas, lo que también se
corrige mediante la normalizaciéon de los datos (168). Para ello, se transformé cada

variable restandole su media y dividiendo por la desviacién estandar (autoescalado). A
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continuacion, se realizd el andlisis estadistico mediante 7-Student y se calculd la
variacion entre grupos considerandose significativos aquellos con un p-valor < 0.05 y un
coeficiente de variacion > 2 o < -2. Este programa también nos permitié llevar a cabo el
analisis multivariante mediante ACP y agrupacion jerarquica asi como el analisis de
rutas metabolicas. En este ultimo caso, se utilizéd la biblioteca de compuestos de Homo

sapiens y se realizo el test exacto de Fisher para los andlisis estadisticos.

4. ANALISIS HISTOLOGICO MEDIANTE MALDI-IMS

Para el andlisis de péptidos sobre regiones histoldgicas utilizando MALDI-MS
(MALDI-IMS, MALDI imaging mass spectrometry) se utilizd una valva de un paciente

con EAD, sin fijar ni descalcificar.

4.1. PREPARACION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS

Se seleccion6 un fragmento de la valva con diferentes niveles de calcificacion,
incluyendo el tejido comprendido entre la insercion en la aorta hasta el extremo libre de
la valva. Para evitar el uso de OCT, se sujetd la muestra a la pletina del criostato
utilizando agua fria y llevdndola a congelacion. Se hicieron cortes de 10 pm de grosor y
se recogieron en portaobjetos especiales con superficie conductiva de 6xido de indio y
estafio (ITO, Indium tin oxide) (Bruker Daltonics). La degradacion del tejido se evitod
manteniendo los portaobjetos dentro del criostato o en hielo seco en todo momento para
evitar asi la descongelacion de los cortes. Se estudiaron 3 regiones de la valva,
separadas entre si por una distancia de 800 um. Los cortes de las regiones intermedias
se recogieron utilizando portaobjetos normales para la realizacion de tinciones

histolégicas habituales.

A continuacion, se situaron los portaobjetos en un desecador a vacio durante 30 min y

se sometieron al siguiente proceso de lavado para la deslipidacion de la muestra:

- 70% etanol fresco durante 30 seg

- 100% etanol durante 30 seg

- Deshidratante Carnoy (60% etanol/ 30% cloroformo/ 10% acido acético) durante
2 min

- 100% etanol durante 30 seg

- 0.2% TFA en agua durante 30 seg
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- 100% etanol durante 30seg

Por ultimo, se introdujeron los portaobjetos otra vez en el desecador durante 15 min y se
congelaron a -80°C, protegidos de la humedad, hasta su utilizacion. Las muestras asi
conservadas se enviaron a la Unidad de Protedmica del CIC BioGUNE (Bilbao), donde

se llevo a cabo el resto del proceso.

A) —— ] PP=——— B)
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Figura MM.3. Analisis peptidico sobre regiones histolégicas. Para la deposicion de la matriz se utilizo
un espray automatico Langartech 1.0. (A), construido gracias a la colaboracion del CIC BioGUNE e
Ideko-IK4. Consta de una base neumatica movil, donde se sitia la muestra, y un espray con el que que se
rocia la matriz (B). A continuacion, los portaobjetos se sitilan en un adaptador especial (C) para el
analisis en el MALDI-TOF. Para situar los cortes correctamente en el MALDI-TOF, se realizan marcas

blancas realizadas con lapiz corrector, que se utilizan como referencia.
4.2. DEPOSICION DE LA MATRIZ

Antes de nada, se situaron los portaobjetos en el desecador durante 20 min para evitar la

presencia de agua tras la congelacion.

La deposicion de la matriz se llevo a cabo utilizando un espray automatico denominado
Langartech 1.0., construido gracias a la colaboracion del CIC BioGUNE e Ideko-IK4
(Figura MM.3). Se trata de un dispositivo de uso particular que ha permitido obtener
valores de resolucion espacial al nivel de los mejores dispositivos comerciales

disponibles en el mercado. Tras la optimizacién de los pardmetros del espray para
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obtener gotas pequefias (<Imm) y homogéneas, se rocid6 cada portaobjetos con la
matriz: acido sinapinico en 70:30 acetonitrilo:0.2% TFA. Se realizaron 10 ciclos de

espray (5 pases) y secado (3 pases) en cada caso.
43. ADQUISICION DE ESPECTROS DE IMAGENES

Los portaobjetos se situaron en un adaptador especial (MTP Slide Adaptor II, Bruker
Daltonics) y se analizaron utilizando un espectroémetro Autoflex III Smartbeam
MALDI-TOF (Bruker Daltonics). La adquisicion de datos se llevd a cabo en modo
lineal, con un rango de masas de 1-30 kDa y siguiendo una matriz de disparos separados
entre si por 75 um. Las especificaciones de disparo y ionizacion fueron las siguientes:
modo lineal positivo, con voltajes de 20 kV (ion source 1), 18.5 kV (ion source 2) y 9
kV (lente), extraccion idnica pulsada (120 ns), supresion de matriz hasta 1000 Th. Se
realizd una calibracion de masa mediante un punto adyacente al tejido de Protein 1

Calibration Standard (Bruker Daltonics) [7 standards en el rango 5000 a 20000 Da]

El programa informatico para la adquisicion y deteccion de espectros fue Fleximaging

v3.0. (Bruker daltonics).
4.4. ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos de cada experimento fueron exportados al programa informatico ClinProt
Tools v2.2. (Bruker Daltonics) para la realizacion del anélisis estadistico. Este programa
nos permitié encontrar las masas representativas de todos los espectros y llevar a cabo el
analisis multivariante mediante ACP y agrupacion jerdrquica no supervisada
(Unsupervised Clustering) para observar la distribucion diferencial de masas en la
superficie del tejido. EI ACP nos mostro las 4reas sometidas a mas variacion interzonal,
mientras que la agrupacion jerarquica destaco, en base a los resultados del ACP, las

relaciones y disimilitudes entre estas regiones.
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RESULTADOS

Tal y como ya hemos visto en la Introduccion, los modelos animales presentan una serie
de ventajas metodoldgicas respecto a la experimentacion en humanos, aportando,
principalmente, mayor reproducibilidad de los resultados respecto a los ensayos clinicos
ya que permite realizar las manipulaciones necesarias de forma simultanea a los
distintos grupos de estudio y controlar factores externos. Sin embargo, siempre existen
diferencias existentes entre humanos y animales, no solo a nivel anatoémico, sino
también respondiendo de forma diferente a enfermedades y tratamientos
farmacologicos. Por este motivo, en el desarrollo de esta tesis, decidimos llevar a cabo
un modelo animal en conejos y, ademas, trabajar con muestras humanas, de forma que

ambos estudios sean complementarios entre si.

1. ESTUDIO INTEGRADO DEL DESARROLLO DE ESTENOSIS AORTICA
DEGENERATIVA EN UN MODELO ANIMAL
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Figura R.1. Ecocardiogramas representativos del modelo animal. A) Se muestran como representacion los
gradientes transvalvulares adrticos de un conejo control (arriba) y uno patologico (abajo). B) Valvula

aortica (flecha) de conejo control (arriba) y patologico (abajo).



Durante el modelo animal, realizamos diferentes estudios para evaluar el desarrollo de

la enfermedad en los animales.

La existencia de EAD se confirm6 usando ecocardiografia transtoracica (ETT). Por un
lado, se midi6 el gradiente transvalvular, siendo mayor en los conejos con dieta especial
que en los controles (Figura R.1A). También se observd mayor grosor de la VA en el

grupo patolégico (Figura R.1B).

Ademas, se realizaron analisis de sangre a diferentes tiempos (t=0, t=6 semanas y t=12
semanas) durante los 3 meses del desarrollo del modelo. Se midieron los valores de

calcio, fosforo, potasio, triglicéridos, colesterol total y colesterol LDL, HDL y no-HDL.

Calcio (mg/dl) Fosforo (mg/dl) Potasio (mg/dI)
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Figura R.2. Representacion de los resultados de los andlisis bioquimicos mostrando la media de cada

grupo. Se sefialan las diferencias estadisticamente significativas: p<0.05 (*), p<0.01 (**) o p<0.001 (***).

Al final del modelo se encontraron niveles significativamente mds altos en el grupo
patologico en el caso de las medidas realizadas para calcio (3.67+0.98 vs 1.74+0.5
mg/dL, p<0.001), fosforo (6.47+1.31 vs 4.6+£0.54 mg/dL, p<0.01), colesterol total
(1399429.48 vs 53.28+17.33 mg/dL, p<0.0001), triglicéridos (165.67+99.44 vs
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63.57+£22.84 mg/dL, p<0.05), colesterol LDL (1353.17455.16 vs 23£14.05 mg/dL,
p<0.0001) y colesterol no-HDL (1386.33+38.94 vs 35.71+12.26 mg/dL, p<0.0001). Sin
embargo, encontramos disminuidos los niveles de potasio (23.15+3.89 vs 33.15+6.77
mg/dL, p<0.01) y no encontramos diferencias significativas en los niveles de colesterol

HDL (12.67+12.31 vs 21.86+7.36 mg/dL, p=0.12) (Figura R.2).

A nivel macroscopico, las VA del grupo patologico estaban engrosadas y habian
perdido flexibilidad respecto a las VA sanas. Ademads, la caracterizacion histologica
realizada con rojo de alizarina de las VA de los animales sometidos a dieta
hipercolesterolémica, revelo la existencia de depositos de calcio. También se observo
mayor expresion de RAMI11 y a-actina en las VA patoldgicas, indicando una mayor
infiltracion de macrofagos a la VA asi como un mayor nimero de miofibroblastos

(Figura R.3).
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Figura R.3. Histologia de las valvulas de conejo. En la tincion H&E se aprecia un engrosamiento de la
VA (*) en el grupo patolégico mientras que en la tincion rojo de alizarina se observa, ademas del
engrosamiento, la aparicion de depositos de calcio (flecha). En las IHQ para la deteccion de macrofagos
(RAM11) y miofibroblastos (a-actina) se oberva mayor cantidad de tincion en las VA del grupo
patologico (flecha).
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1.1. ESTUDIO DE PROTEOMICA DIFERENCIAL UTILIZANDO
VALVULA AORTICA DE CONEJO

El andlisis de protedomica diferencial de muestras de tejido de valvulas adrticas de
conejo constd de un experimento 2D-DIGE con 6 geles bidimensionales, segin las
condiciones de la tabla MM.2. Las imagenes fluorescentes se exportaron al programa
DeCyder. Se encontraron 15 manchas proteicas diferencialmente expresadas (p < 0.05,

Average ratio > 1.5 o < -1.5), de las cuales 5 estaban aumentadas en el grupo patologico y

10 en el control (R.4.A).
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Figura R.4. Resultados del 2D-DIGE de valvula de conejo. Se muestra la imagen de un gel
representativo del estudio donde aparecen indicadas las manchas proteicas diferencialmente expresadas
(A). Ademas, en el analisis de componentes principales se observa una buena separacion de los grupos

experimentales de estudio (B).

También se realiz6 un ACP empleando las manchas proteicas diferenciales, lo que nos
permitid ver que las muestras se agrupaban en funcion de los dos grupos experimentales

(R.4.B).

Los posteriores analisis mediante MALDI-TOF/TOF permitieron la identificacion de 8
manchas proteicas que correspondieron a 8 proteinas. Las proteinas identificadas que
estaban aumentadas en el grupo patologico fueron las siguientes: calreticulina,
tranglutaminasa 2 y ATPasa del reticulo endoplasmatico transicional. Mientras que la
albimina sérica, la cadena o-1 de la tropomiosina, la cadena B de la L-lactato

deshidrogenasa, la cadena ligera de la miosina 3 y la cadena ligera reguladora de la

85



miosina 2 (isoforma de musculo cardiaco/ventricular) estaban aumentadas en controles.
La relacion de manchas proteicas alteradas y sus identificaciones se encuentra en la
tabla R.1. Ademas, se incluyen los resultados estadisticos y la funcidn principal de cada

una de ellas.

N°ACCESO NOMBRE DE LA RELACION .
(UniProt) PROTEINA cp [PVALOR FUNCION
1 P15253 Calreticulina -2.38 0.013 Chaperona
2 G1SK42 Tranglutaminasa-2 -1.85 0.025 | Aciltransferasa
3 | Ps5072 ATPasa del reticulo 1,67 0.038 | Hidrolasa
endoplasmatico transicional
4 | P49065 Albamina sérica 1.74 0011 | Antioxidante/
Transporte
5 - No identificada -1.57 0.039
6 - No identificada -1.74 0.032
7 - No identificada 1.68 0.004
8 P58772 Cadena a-1 de la Tropomiosina 5.28 0.046 Proteina
muscular
9 - No identificada 1.54 0.036
10 | P13490 CadenaB dela L-Lactato 1.67 0.023 |Oxidorreductasa
deshidrogenasa
11 - No identificada 1.63 0.031
12 - No identificada 1.61 0.034
13 - No identificada 1.51 0.038
14 | GIT375 | Cadenaligera dela Miosina 3 5.41 0.040 Proteina
muscular
Cadena ligera reguladora de la Proteina
15 Q7M2V4 Miosina 2, isoforma musculo 6.03 0.041
. . muscular
cardiaco/ventricular

Tabla R.1. Identificaciones tras el analisis 2D-DIGE del modelo animal. Se muestra el numero de
mancha proteica, el nimero de acceso, los resultados estadisticos (p-valor segin el analisis de ¢-Student y

cociente de variacion control/paciente) y funcion principal.

1.2.  Validacion de las variaciones proteicas encontradas mediante SRM

Para las validaciones de modelo animal, se realiz6 un experimento mediante SRM
utilizando el plasma de los animales. De esta forma, tratamos de localizar aquellas
proteinas cuyas alteraciones se reflejaran a nivel de plasma, ya que presentan mayor

valor como biomarcadores.
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Figura R.5. Cuantificacion mediante SRM de las 3 transiciones para cada uno de los 2 péptidos de la
tropomiosina 1 (LVIIESDLER y SIDDLEDELYAQK). Se muestra el valor de significacion (calculado
mediante #-Student) correspondiente a la comparacion entre el grupo control y el patoldgico al final del

modelo (T=12 semanas).

Las miosinas no se detectaron en el plasma, por lo que no pudieron analizarse (ni la
cadena ligera de la miosina 3, ni la cadena ligera reguladora de la miosina 2). Del resto

de proteinas, la tropomiosina 1 se encontré disminuida en el grupo patolégico, al igual
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que sucedid en el tejido. El resto de cambios tisulares no se reflejaron a nivel

plasmatico.

Se midieron los niveles de proteina a tiempo 0 y al final del estudio, para comprobar
que las variaciones habian tenido lugar a lo largo del estudio. En la figura R.5 se
muestran los péptidos y las transiciones analizadas, sefialindose el wvalor de

significacion calculado mediante #-Student de cada uno de ellos al final del estudio.

2. ESTUDIO INTEGRADO DE LA ESTENOSIS AORTICA DEGENERATIVA
EN MUESTRAS HUMANAS

Realizamos estudios protedmicos y metaboldmicos utilizando tanto plasma como tejido,
con el objetivo de integrar los resultados obtenidos. El plasma es una muestra muy
utilizada en la busqueda de biomarcadores debido a su facil obtencion, mientras que los
analisis de tejido proporcionan informacioén de los mecanismos moleculares que ocurren
a nivel local. Por eso, el andlisis de los 2 tipos de muestra proporciona informacion
complementaria de gran valor. En estos estudios, hemos empleado pacientes con [A
como controles para aislar los cambios debidos a calcificacion. Por ultimo, hicimos un
estudio final del papel de la enfermedad arterial coronaria (EAC) subyacente en la EAD

con 2 tipos de controles: trasplantes y pacientes con IA.

2.1. EVALUACION DE LAS MUESTRAS HUMANAS EMPLEADAS EN LOS
ESTUDIOS

En primer lugar, las muestras procedentes de reemplazos valvulares y trasplantes se
estudiaron a nivel macroscopico, observandose que las muestras con EAD presentaban
un notable engrosamiento de las valvas asi como una importante calcificacion ectopica.
Las VA controles, tanto procedentes de pacientes con IA como de trasplantes, se

caracterizaron por su flexibilidad, aspecto traslicido y ausencia de calcificacion.

A continuacion, se realizd un estudio histolégico de la VA humana con y sin
calcificacion. En el caso de las muestras con EAD, se observd la existencia de
macrofagos (CD68) y miofibroblastos (a-actina), acumulacion de lipidos, denudamiento
del endotelio y desplazamiento y alteracion de la ldmina eldstica subendotelial, con
engrosamiento de la capa fibrosa (Figura R.6). En cambio, las VA control no

presentaron calcificacion y la presencia de macréfagos y miofibroblastos era
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notablemente menor. En estas valvulas se podian diferenciar claramente las capas
fibrosa y ventricular, ademas de las capas de endotelio en ambos lados externos de la

valva.

A) H&E o-actina CD68

100x

25 15

Lado ventricular

Insercion Ventricular

1 __ Lamina elastica
subendotelial

__ Iniciode
la lesion

Lado adrtico
Cuspide

Figura R.6. Tinciones histologicas de una VA estendtica. A) Tincion de H&E en la que se observa el
nddulo de calcio (estrella) e IHQ de a-actina (miofibroblastos) y CD68 (macrofagos). Se sefialan con una
flecha las zonas con tincion positiva. B) Tincion de fibras eldsticas de una region menos afectadas. Atin se
conserva la estructura de las fibras elasticas de la capa ventricular. Sin embargo, se aprecia un acimulo de
lipidos en la region subendotelial (entre la zona de inicio de la lesion y la lamina elastica subendotelial).
La lamina elastica se ira desplazando segin aumenta la acumulacion de lipidos y células inflamatorias,

hasta perder completamente su estructura.
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2.2. ESTUDIO ”-OMICO” EN MUESTRAS DE PLASMA HUMANO

El plasma humano es una muestra ampliamente utilizada en la busqueda de
biomarcadores debido, en parte, a que se obtiene de forma poco invasiva. Ademas, es
una muestra fundamental para el diagndstico de enfermedades y su control terapéutico,

que se analiza de forma rutinaria en todos los laboratorios de analisis clinicos.

2.2.1. ANALISIS PROTEOMICO DE PLASMA MEDIANTE 2D-DIGE

El estudio de expresion diferencial de proteinas mediante 2D-DIGE en plasma de
pacientes con EAD frente a pacientes con IA se realizo utilizando 6 individuos de cada
grupo utilizando las condiciones de la tabla MM.2. Los individuos se seleccionaron para
evitar diferencias significativas en los factores de riesgo cardiovasculares entre los dos
grupos de estudio y tener asi poblaciones lo mas homogéneas posibles (Tabla R.2). Los

detalles del protocolo utilizado se encuentran en el apartado 2 de Material y Métodos.

IA (n=6) EA (n=6) P-VALOR
Edad 70.33+6.62 73.17+£2.48 0.35
Sexo (Y%oHombres/Mujer) 83/17 83/17 1.00
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
% Obesidad 33 17 1.00
% HTA 67 83 1.00
% Dislipemia 33 33 1.00
% Diabetes 17 17 1.00
% Fumadores 0 0 1.00
% Enfermedad coronaria 67 67 1.00

Tabla R.2. Caracteristicas clinicas de los individuos utilizados en el analisis 2D-DIGE de plasma. La
significacion estadistica se calculé mediante t-Student en el caso de edad (por ser una variable continua) y

mediante el estadistico exacto de Fisher en el resto de casos (variables nominales)

Utilizando el DeCyder, se realizd un andlisis estadistico mediante una #-Student
(p<0.05) y se excluyeron aquellas manchas proteicas que no aparecieran en el 90% de
los geles y/o que no presentaran un cociente de variacion mayor a *1.5. Tras la
aplicacion de estos criterios, encontramos 24 manchas proteicas diferencialmente

expresadas (Figura R.7C), 18 aumentadas y 6 disminuidas en EAD.
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Figura R 7. Resultados del 2D-DIGE de plasma. Los analisis multivariantes de componentes
principales (A) y agrupacion jerarquica (B) mostraron una buena separacion de los grupos
experimentales. En la imagen también se muestra el gel maestro indicando las manchas proteicas

diferencialmente expresadas (C).

Para confirmar una buena separacion de los grupos de estudio se realizaron analisis de
ACP vy agrupacién jerarquica empleando las manchas proteicas diferencialmente

expresadas (Figura R.7A y B).

91



N° =
NOMBRE DE LA RELACION . MM KDa, plL,
ACCESO PROTEINA cp  |PVALOR FUNCION TEORICO|TEORICO
(UniProt)
Cadena pesada H4 del Inhibidorde
1| Qla624 inhibidor de la inter-o-tripsina -1.68 0.004 proteasas/fase aguda 103357 6,51
2 | P02675 Cadena B delfibrindgeno -1.56 0.006 Coagulacion 55928 8.54
3 | P02675 Cadena B delfibrindgeno -1.8 0.009 Coagulacion 55928 8.54
4 | P02679 Cadena y del fibrinégeno -1.6 0.003 Coagulacion 51511 5.37
5 | P02679 Cadena y delfibrindgeno -1.61 0.002 Coagulacion 51511 5.37
6 | P02679 Cadena y delfibrindgeno -1.64 0.003 Coagulacion 51511 5.37
7 | P02679 Cadena y del fibrinégeno -1.73 0.020 Coagulacion 51511 5.37
8 | Qu3s591 Proteina 1 relacionada conel 1.95 0015 Activacion del 37650 739
factorH del complemento complemento
9 | Qu3591 Proteina 1 relacionada con el 166 0012 Activacion del 37650 739
factorH del complemento complemento
10 | Q03591 Proteina 1 relacionada conel 201 0015 Activacion del 37650 739
factorH del complemento complemento
11| Q03591 Proteina 1 relacionada conel 1.95 0.020 Activacion del 37650 739
factorH del complemento complemento
12 - No identificada 2.7 0.039
13 - No identificada -2.96 0.017
14 | P00748 | Factorde coagulacion XII 1.72 0029 | Hidrolasaproteasa/ 59, 8.04
Coagulacion
15 - No identificada 1.66 0.011
16 | P01008 Antitrombina 11 1.7 0032 |Imhibidorde proteasas/| s, ¢y, 6.32
Coagulacion
17 POCOL4 Complemento C4-A | 64 0.031 Via del complemento | 192785 6.66
POCOLS Complemento C4-B ' ’ Via del complemento | 192751 6.89
18 POCOL4 Complemento C4-A 179 0.004 Via del complemento | 192785 6.66
POCOLS Complemento C4-B ' ’ Via del complemento | 192751 6.89
19 | P0O0738 Haptoglobina -3.48 0.037 Faseaguda 45205 6.13
20 | P04004 Vitronectina -1.54 0.036 Adhesion celular 54305 5.55
. . Degradaciony
21 | P02655 Apolipoproteina C-11 -1.95 0.042 transporte de lipidos 11283 4.64
22 | P02675 Cadena B del fibrindgeno -1.71 0.018 Coagulacion 55928 8.54
23 | P02679 Cadena y del fibrinégeno -1.65 0.004 Coagulacion 51511 5.37
Q14624 | .C.adena pegadaH4Qel. Inhibidorde proteasas/ 103357 6.51
24 inhibidor de la inter-a-tripsina 1.94 0.001 Faseaguda
P10909 Clusterina Chaperona / Apoptosis | 52494 5.88

Tabla R.3. Identificaciones tras el analisis 2D-DIGE de plasma. Se muestra el nimero de mancha
proteica, el nimero de acceso, los resultados estadisticos (p-valor segun el analisis de 7-Student y cociente

de variacion control/paciente), funcion principal, punto isoeléctrico y masa molecular teorica.

Las manchas de interés se escindieron de los geles y se analizaron mediante MALDI-
TOF/TOF. De las 24, se identificaron 21 que correspondieron a 12 proteinas Unicas
(Tabla R.3.). Se encontraron aumentadas en EAD las cadenas B (FIBB) y y (FIBG) del

fibrindgeno (3 y 5 manchas proteicas, respectivamente), la proteina 1 relacionada con el
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factor H del complemento (CFHRI1) (4 manchas proteicas), la haptoglobina, la
vitronectina, la apolipoproteina CII (ApoClII) y la cadena pesada H4 del inhibidor de la
inter-o-tripsina (ITIH4). Estaban disminuidas en EAD el factor de coagulacion XII, la
antitrombina III y el complemento 4 (A y B) (2 manchas proteicas). En el caso de las
manchas proteicas 17 y 18, el andlisis mediante MS proporcion6 dos identificaciones
con la misma puntuacion: complemento C4A y complemento C4B. Este se debe a la
homologia existente entre las dos: el numero de aminoéacidos de las dos es el mismo,
con una homologia de mas del 99% (169) y los fragmentos analizados por MS/MS
aparecen en ambas. En el caso de la mancha proteica 24, se obtuvo una mezcla de dos
proteinas en la identificacion: la cadena pesada H4 del inhibidor de la inter-a-tripsina y
la clusterina. En la tabla se muestra la identificacion de cada mancha proteica con los

resultados estadisticos y la funcion.

Se realizo una clasificacion de las proteinas encontradas en base a su funcion, teniendo
en cuenta la base de datos Uniprot (Figura R.8). Se observaron dos grupos
predominantes: proteinas implicadas en inflamacion/respuesta inmune y proteinas

implicadas en coagulacion.
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Figura R.8. Funciones principales de las proteinas encontradas en el 2D-DIGE de plasma.
2.2.1.1. Validaciones mediante ensayo de turbidimetria

Las validaciones de plasma se realizaron mediante ensayos de turbidimetria, que

proporcionan una cuantificacion absoluta de la proteina y, ademas, hay que destacar que
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son facilmente aplicables en el entorno clinico. Fueron validadas la antitrombina III y la

haptoglobina, ambas en un grupo independiente de individuos formado por 9 pacientes

con IA y 38 con EAD (Tabla R.4).

IA (n=9) EAD (n=38) P-VALOR

Edad 65.56+12.65 74.18+8.09 <0.05*

Sexo (%oHombres/Mujer) 78/22 50/50 0.160

FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

% Obesidad 44 24 0.237

% HTA 56 82 0.183

% Dislipemia 33 53 0.461

% Diabetes 0 29 0.092

% Fumadores 0 21 0.323

% Enfermedad coronaria 11 32 0.410

Tabla R.4. Caracteristicas clinicas

de los individuos

utilizados en la validacion mediante

turbidimetria. La significacion estadistica se calculdo mediante #-Student en el caso de edad (por ser una

variable continua) y mediante el estadistico exacto de Fisher en el resto de casos (variables nominales)

Antitrombina III (mg/dl)

[A

Haptoglobina (mg/dl)

[A EA

Figura R.9.Validacién mediante turbidimetria. Niveles de antitrombina III y haptoglobina encontrados

en los dos grupos experimentales. . La significacion estadistica se calculé mediante #-Student en el caso

de las variables continuas (edad, antitrombina III y haptoglobina) y mediante el estadistico exacto de

Fisher en el resto de casos (variables nominales). *, p-valor < 0.05.

Debido a la limitacion en el numero de andlisis, los pacientes con EAD fueron

agrupados de 2 en 2 (19 andlisis). Los valores de antitrombina III fueron de 12.5+4.5

mg/dl en el grupo control y 8.0+£3.9 en el estendtico, siendo el p-valor = 0.013. Por su
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parte, los niveles de haptoglobina encontrados fueron de 62.5+27.9 mg/dl en el grupo

control y 88.3+£28.20 en el estenotico, siendo el p-valor = 0.016 (Figura R.9).

2.2.2. ANALISIS METABOLOMICO DEL PLASMA

Para el estudio metabolomico mediante GC-MS se emplearon 6 individuos de cada
grupo, sin diferencias significativas en los factores de riesgo cardiovascular (Tabla

R.5.).

IA (n=6) EA (n=6) P-VALOR
Edad 66.83£8.35 73.5+2.43 0.09
Sexo (YoHombres/Mujer) 83/17 83/17 1.00
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
% Obesidad 33 17 1
% HTA 50 83 0.545
% Dislipemia 50 50 1.00
% Diabetes 0 17 1.00
% Fumadores 0 0 1.00
% Enfermedad coronaria 50 67 1.00

Tabla R.5. Caracteristicas clinicas de los individuos utilizados en el analisis metabolomico de
plasma. La significacion estadistica se calculdo mediante #-Student en el caso de edad (por ser una variable

continua) y mediante el estadistico exacto de Fisher en el resto de casos (variables nominales).

El protocolo utilizado se encuentra detallado en el apartado 3 de Material y Métodos. Se
identificaron un total de 67 picos entre los que se encontraban el estandar interno
(pentadecanoato de metilo), que eluyo a 24.063 min, y el 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) cuyo pico cromatografico (35.109 min) no se
considerd como un metabolito de interés ya que provenia del agente anticoagulante de
los tubos de extraccion de sangre empleados (BD Microtainer®™). El 4rea del pico del
estandar interno se empled para normalizar los valores del resto de picos
cromatograficos. Dado que cada muestra se inyectd por triplicado, se empled la media
de las 3 é4reas normalizadas para los analisis posteriores. En algunas ocasiones, durante
el proceso de derivatizacion de la muestra pueden generarse dos o mas productos
secundarios procedentes de un mismo compuesto. Por este motivo, encontramos 8
metabolitos que dieron lugar, cada uno, a dos picos diferentes en el cromatograma.

Estos 8 metabolitos fueron: valina, acido oxalico, leucina, serina, treonina, acido 2,3-
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dihidroxibutanoico, 4cido aspartico y glucitol. En estos casos, se sumaron las areas

normalizadas de cada pico correspondiente a cada metabolito antes de realizar el resto

de analisis con el objetivo de hacer un andlisis cuantitativo real. Los metabolitos

identificados junto con el tiempo de retencion, el nimero CAS vy la clasificacion segiin

sus grupos funcionales se encuentran en la tabla R.6.

TIEMPO DE =
NOMBRE RETENCION NUMERO CAS TIPO
1 Acido piravico 6.196 [127-17-3] Ac. organicos/hidroxilicos
L . [50-21-5] ] . . .
2 Acido lactico 6.434 Ac. organicos/hidroxilicos
L: [79-33-4]/ D: [10326-41-7]
3 Acido glicolico 6.728 [79-14-1] Ac. organicos/hidroxilicos
. [516-06-3] . .
4 Valina 6.905/10.085 Amino metabolitos
L: [72-18-4] / D: [640-68-6]
. [302-72-7] . .
5 Alanina 7.329 Amino metabolitos
L: [56-41-7] / D: [640-68-6]
6 Acido 2-hidroxibutirico 7.933 [565-70-8] Ac. organicos/hidroxilicos
7 Acido oxalico 8.088/8.247 [144-62-7] Ac. organicos/hidroxilicos
8 Leucina 8.498/11.529 [61-90-5] Amino metabolitos
9 Acido 3-hidroxibutirico 8.704 [300-85-6] Ac. organicos/hidroxilicos
10 Acido 2-hidroxivalérico 8.83 [617-31-2] Ac. organicos/hidroxilicos
11 Isoleucina 8.991 [73-32-5] Amino metabolitos
12 Acido 3-metil-2-oxovalérico 9.743 [1460-34-0] Ac. organicos/hidroxilicos
13 Urea 11.028 [57-13-6] Amino metabolitos
14 Serina 11.118/13.882 [302-84-1] Amino metabolitos
15 Treonina 12.069/14.561 [72-19-5] Amino metabolitos
16 Glicina 12.33 [56-40-6] Amino metabolitos
17 Acido succinico 12.512 [110-15-6] Ac. organicos/hidroxilicos
18 Acido glicérico 13.154 [473-81-4] Ac. organicos/hidroxilicos
19 Acido 2,3-dihidroxibutanoico 13.521/13.769 [759-06-8] Ac. organicos/hidroxilicos
20 Acido tartronico 14.692 [80-69-3] Ac. organicos/hidroxilicos
21 Acido aspartico 14.735/16.336 [56-84-8] Amino metabolitos
22 Homocisteina 15.163 [454-29-5] Amino metabolitos
23 Acido 2,4-dihidroxibutanoico [1518-62-3] Ac. organicos/hidroxilicos
24 | Acido 3,4-dihidroxibutanoico 15.701 [51267-44-8] Ac. organicos/hidroxilicos
25 Acido aminomalénico 16.529 [1068-84-4] Amino metabolitos
o ) [6915-15-7] . . . .
26 Acido malico 17.064 Ac. organicos/hidroxilicos
L: [97-67-6] / D: [636-61-3]
27 5-oxo-prolina 17.586 [149-87-1] Amino metabolitos
28 Acido trednico 18.549 L: [7306-96-9] / D: [151152] Ac. organicos/hidroxilicos
29 Acido eritronico 18.976 [13752-84-6] Ac. organicos/hidroxilicos
30 Cistationina 18.978 [535-34-2] Amino metabolitos
. Ribonolactona: [5336-08-3]
31 Acido tetrahidlroi(ipentanoico—l A- 20.029 Xylono-1,4-lactona: [15384-37-9] Ac. organicos/hidroxilicos
actona 1,4-Arabinonolactona: [2782-04-9]

Tabla R.6. Metabolitos identificados.
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NOMBRE lilglz‘ll\;[lll)gll())ll‘:\l NUMERO CAS TIPO
32 Acido trihidroxipentanoico 21.115 [29625-75-0] Ac. organicos/hidroxilicos
33 5-hidroxitriptofano 21.275 [56-69-9] Amino metabolitos
34 Glicerol-3-fosfato 23.425 [57-03-4] Ac. organicos/hidroxilicos
35 Acido ribonico 23.528 [710941-59-6] Ac. organicos/hidroxilicos
36 Acido citrico 24.497 [77-92-9] Ac. organicos/hidroxilicos
37 Acido miristico [544-63-8] Acidos grasos
38 Fructosa 25.795 [57-48-7] Carbohidratos
39 Glucosa 26.333 L:[921-60-8] / D: [50-99-7] Carbohidratos
40 Galactosa 26.611 [26566-61-0] Carbohidratos
41 N-acetilglucosamina 26.763 [7512-17-6] Carbohidratos
42 Glucitol 26.862/27.004 [50-70-4] Carbohidratos
43 Turanosa 27.255 [547-25-1] Carbohidratos
44 Beta-D-glucopiranosa 27.926 [492-61-5] Carbohidratos
45 Acido gluconico 28.197 [526-95-4] Ac. organicos/hidroxilicos
46 Acido palmitico 28.336 [57-10-3] Acidos grasos
47 Inositol 29.714 [6917-35-7] Carbohidratos
48 Acido heptadecanoico 30.068 [506-12-7] Acidos grasos
49 hi droximelzlcni :?t:lt;noacético 30.394 - Aromaticos/esteroides
50 Acido linoleico 31.201 [60-33-3] Acidos grasos
51 Acido oleico 31.305 [112-80-1] Acidos grasos
52 Acido cis-vaccénico 31.421 [506-17-2] Acidos grasos
53 Acido estearico 31.814 [57-11-4] Acidos grasos
54 Terbutalina 34.727 [23031-25-6] Aromaticos/esteroides
55 Acido araquidico 34.977 [506-30-9] Acidos grasos
56 Ribofuranosa L: [24259-59-4] / D:[50-69-1] Carbohidratos
57 Colesterol 44.755 [57-88-5] Acidos grasos
58 6-octadec§noatltoj o-D- 45.396 - Acidos grasos
glucopiranésido
59 Monolinoleina 45.678 [2277-28-3] Acidos grasos

Tabla R.6. Continuacion. Metabolitos identificados. Se muestra el tiempo de retencion, el numero
CAS correspondiente (cuando existen nimeros diferentes para los isdbmeros se muestra L o D, segun

corresponda) y el tipo segun el grupo funcional.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando la plataforma online Metaboanalyst.
Una vez importados los datos, se realizd una normalizacion en base a la mediana para
reducir la variabilidad procedente de la técnica y los errores estadisticos debidos a la
diferencia de concentraciones de los metabolitos. En concreto, la glucosa es mucho mas
abundante que todas las demas por lo que esté paso es fundamental para obtener una
distribucion Gaussiana de los datos y evitar errores estadisticos en la deteccion de

cambios significativos (168)

A continuacion, se realizo el analisis estadistico de los datos mediante 7-Student. Se

encontraron 19 metabolitos con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05,
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average ratio > 2 o < -2) entre los dos grupos, todos ellos aumentados en el grupo con
EAD: serina, acido citrico, acido tartronico, 6-octadecanoato-o-D-glucopiranodsido,

acido succinico, 5-hidroxitriptéfano, isoleucina, adcido malico, acido aspartico, acido

aminomalonico, leucina, &cido glucénico, alanina, treonina, monolinoleina, 5-
oxoprolina, acido tetrahidroxipentanoico-1,4-lactona, glicina y glucitol (Tabla R.7)
NOMBRE RELg/CPION P-VALOR TIPO FUNCION PRINCIPAL
1 Serina 422 0.0001 Amino metabolitos Metabolismo de
aminoacidos/proteinas
2 Acido citrico 7.75 0.0002 Ac. organicos/hidroxilicos Ciclo del acido citrico
Acido tartronico 3.11 0.0003 Ac. organicos/hidroxilicos Ciclo del acido citrico
4 6-octadeca'm0a,t0.-a-D- 4.47 0.0006 Acidos grasos Desconocida
glucopirandsido
5 Acido succinico 2.75 0.0013 Ac. organicos/hidroxilicos Ciclo del acido citrico
6 5-hidroxitriptéfano 221 0.0016 Amino metabolitos Coagulacion
7 Isoleucina 3.39 0.0022 Amino metabolitos M e,ta'bohsmo d?
aminoacidos/proteinas
8 Acido malico 4.11 0.0024 Ac. organicos/hidroxilicos Ciclo del acido citrico
9 Acido aspartico 5.79 0.0027 Ac. organicos/hidroxilicos M e,ta‘?ollsmo d?
aminoécidos/proteinas
10 Acido aminomaldnico 4.72 0.0030 Amino metabolitos M e,ta‘?ohsmo d?
aminoacidos/proteinas
1 Leucina 3.5 0.0042 Amino metabolitos Metabolismo de
aminoacidos/proteinas
12 Acido gluconico 3.75 0.0047 Ac. organicos/hidroxilicos | Reacciones oxido-reduccion
13 Alanina 8.56 0.0051 Amino metabolitos Metabolismo de
aminoacidos/proteinas
14 Treonina 291 0.0061 Amino metabolitos M e,tal.)ollsmo d‘,:
aminoacidos/proteinas
15 Monolinoleina 3.37 0.0085 Acidos grasos Metabolismo lipidico
16 S-oxoprolina 3.28 0.0126 Amino metabolitos Reacciones oxido-reduccion
Acido
17 |tetrahidroxipentanoico-1,4- 3.19 0.0155 Ac. organicos/hidroxilicos Desconocida
lactona
18 Glicina 4.98 0.0253 Amino metabolitos Metabolismo de
aminoacidos/proteinas
19 Glucitol 2.10 0.0460 Carbohidratos Reacciones oxido-reduccion

Tabla R.7. Metabolitos significativamente alterados. Se muestra la relacion entre controles y pacientes
(C/P), el valor de significacion estadistica tras el analisis #-Student (p-valor), el grupo funcional y la

funcidn principal de cada uno.

Los analisis multivariantes realizados, ACP y agrupacion jerarquica, demostraron una

buena separacion de los dos grupos de estudio (Figura R.10).
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G. Patoldgico G. Control EAD [A

Figura R 10. Resultados del andlisis metabolémico de plasma. Los andlisis multivariantes de
componentes principales (A) y agrupacion jerarquica (B) mostraron una buena separacion de los grupos

experimentales.

2.3. ESTUDIO PROTEOMICO A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDO
HUMANO

El objetivo de estos estudios es profundizar en los mecanismos moleculares, a nivel
local, que estan implicados en el desarrollo de la EAD. Para ello, hemos realizado dos
tipos de estudios: analisis de histologia molecular mediante el uso de MALDI-IMS y
analisis protedmico diferencial mediante 2D-DIGE. Ademas, hemos profundizado en la
relacion molecular existente entre la aterosclerosis y la EAD mediante el analisis
protedémico diferencial de VA clasificadas por la presencia/ausencia de enfermedad

arterial coronaria (EAC) subyacente.

2.3.1. ANALISIS DE LA VALVULA ESTENOTICA MEDIANTE HISTOLOGIA
MOLECULAR

Para la realizacion del andlisis se estudiaron 3 regiones de una vélvula estenoética, cada
una de ellas con un grado de afectacion diferente. Se utilizaron cortes consecutivos para
la realizacion de las tinciones histoldgicas (figura R.11) y para la adquisicion de las

imagenes moleculares mediante MALDI-IMS.
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Figura R.11. Imagenes de las tinciones histoldgicas de las secciones analizadas por MALDI-IMS (A,
B y C). De izquiera a derecha: tincion de fibras elasticas, tincion de lipidos e IHQ para a-actina y CD68.
Se ha ampliado una zona caracteristica en cada caso, sefialando la zona calcificada (triangulo), fibras
elasticas y colageno (flecha negra continua y discontinua, respectivamente), miofibroblastos (flechas

azules), acimulo de lipidos (estrella) y macrofagos (flechas verdes).

Tras la adquisicion de los espectros, se realizd una primera inspeccidon manual de la

distribucion espacial de los picos y se seleccionaron, por su distribucidon en regiones
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caracteristicas de la lesion, los siguientes: 5059.681, 4300.155, 13984.11 y 14659.25 Da
(Figura R.12).

Figura R.12. Distribucién espacial de los picos seleccionados manualmente. Destaca la zona

calcificada, rica en fragmentos con una masa de 5059 Da.

A continuacion, se realiz6 un analisis multivariante no supervisado para comprobar la

existencia de diferentes zonas dentro de cada seccion.

Primero se realiz6 un ACP para agrupar las diferentes zonas de la VA en funcion de la
varianza de los espectros de masas de la superficie del tejido, extrayéndose 8

componentes de cada region (figuras R.13.A, R.14A y R.15A).

Ademas, el programa informatico ClinPro Tools v2.2. permiti6 realizar, en base a los
resultados del ACP, un analisis de agrupacion jerarquica en el que se analizaron las
relaciones entre las diferentes regiones separadas en el ACP, obteniéndose un
dendograma en el que se muestran las distancias (similitudes) entre los diferentes

grupos de picos (figuras R.13B, R.14B y R.15B).
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Figura R.13. Resultados del analisis multivariante tras el MALDI-IMS de la seccién 1. Se muestran
las imagenes con los picos de los 8 componentes extraidos tras el ACP (A). Ademas, esta representado el
dendograma con las distancias entre los grupos y el nimero de picos que corresponden a cada uno (entre

paréntesis) (B). La distribucion superficial de cada grupo se encuentra representado en la imagen

mediante un codigo de color.
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Figura R.14. Resultados del analisis multivariante tras el MALDI-IMS de la seccién 2. Se muestran
las imagenes con los picos de los 8 componentes extraidos tras el ACP (A). Ademas, esta representado el
dendograma con las distancias entre los grupos y el nimero de picos que corresponden a cada uno (entre
paréntesis) (B). La distribucion superficial de cada grupo se encuentra representado en la imagen

mediante un codigo de color.
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Figura R.15. Resultados del analisis multivariante tras el MALDI-IMS de la seccién 3. Se muestran
las imagenes con los picos de los 8 componentes extraidos tras el ACP (A). Ademas, esta representado el
dendograma con las distancias entre los grupos y el nimero de picos que corresponden a cada uno (entre

paréntesis) (B). La distribucion superficial de cada grupo se encuentra representado en la imagen

mediante un codigo de color.

2.3.2. ESTUDIO DE PROTEOMICA DIFERENCIAL DE TEJIDO VALVULAR
HUMANO MEDIANTE 2D-DIGE

En el estudio de expresion diferencial de tejido valvular mediante 2D-DIGE, utilizamos
4 individuos con IA y 5 con EAD, utilizando las condiciones reflejadas en la tabla
MM.1. y segun el protocolo detallado en el apartado 2 de Material y Métodos. Los
individuos de los grupos de estudio se seleccionaron para evitar diferencias
significativas en los factores de riesgo cardiovascular, buscando tener poblaciones lo

mas homogéneas posibles (Tabla R.8).
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Edad 72.25+4.86 7544321 0.28

Sexo (%oHombres/Mujer) 75/25 40/ 60 0.52
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

% Obesidad 25 40 1.00

% HTA 75 80 1.00

% Dislipemia 75 80 1.00

% Diabetes 50 40 1.00

% Fumadores 0 0 1.00

% Enfermedad coronaria 25 40 1.00

Tabla R.8. Caracteristicas clinicas de los individuos utilizados en el analisis 2D-DIGE de tejido. La
significacion estadistica se calculé mediante 7-Student en el caso de edad (por ser una variable continua) y

mediante el estadistico exacto de Fisher en el resto de casos (variables nominales).

Figura R 16. Gel representativo del analisis 2D-DIGE de tejido en el que se indican las manchas

proteicas diferencialmente expresadas.
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Utilizando el programa DeCyder, se seleccionaron las manchas proteicas que se
encontraron presentes en el 90% de los geles, con un cociente de variacion mayor a £1.5
y estadisticamente significativas (p<0.05, calculado mediante #-Student). Tras la
aplicacion de estos criterios, encontramos 32 manchas proteicas diferencialmente

expresadas (Figura R.16), 8 aumentadas y 24 disminuidas en EAD.

Se realizaron analisis multivariantes (ACP y agrupacion jerarquica), empleando las
manchas proteicas diferencialmente expresadas, para confirmar una buena separacion de

los grupos de estudio (Figura R.17).

A) B)

C & T J_J
G.Patologico || G. Control IA EAD 1A

il

Figura R 17. Resultados del 2D-DIGE de tejido de pacientes. Se muestran los analisis multivariantes

de componentes principales (A) y agrupacion jerarquica (B)

Las manchas de interés se escindieron de los geles y se analizaron mediante MALDI-
TOF/TOF. De las 32 manchas, se identificaron 20 que correspondieron a 11 proteinas
unicas (Tabla R.9). Entre ellas, se encontraron aumentadas en EAD la proteina mimecan
(u osteoglicina, 4 manchas proteicas) y la dermatopontina. Por el contrario aparecieron
disminuidas en EAD la B-2-glicoproteina 1 (o apolipoproteina H), la proteina de union
al selenio 1, la albimina (2 manchas proteicas), la proteina 1 de union entre hialuronan
y proteoglicano (HAPLNI), la a-enolasa (3 manchas proteicas), la 6-
fosfogluconolactonasa, la proteina sérica amiloide A-1 y la regién C de las cadenas A y

K de la inmunoglobulina (2 y 3 manchas proteicas, respectivamente).
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Ne A
NOMBREDE LA [RELACION . MM KDa, plL,
ACCESO PROTEINA cp  [TVALOR FUNCION TEORICO|TEORICO
(UniProt)
1 P02749 B-2-glicoproteina 1 2.38 0.0086 Coagulacion 38298 8.34
2 - No identificada 3.39 0.0460
3 | Qi320g | [Proteinadeunion al 495 0.0275 Transporte proteinas 52390 5.93
selenio 1
4 - No identificada 4.00 0.0087
P02768 Albumina 2.18 0.0320 Antioxidante / Transporte 69367 5.92
Proteina 1 de union entre
6 | P10915 hialuronan y 4.50 0.0377 Adhesion celular 40166 7.1
proteoglicano (HAPLN1)
7 P06733 a-enolasa 5.87 0.0212 | Metabolismo de carbohidratos 47169 7.01
8 - No identificada 5.80 0.0381
9 P06733 a-enolasa 7.26 0.0316 | Metabolismo de carbohidratos 47169 7.01
10 - No identificada 4.29 0.0244
11 | P06733 a-enolasa 4.78 0.0424 | Metabolismo de carbohidratos 47169 7.01
12 - No identificada 4.98 0.0484
13 - No identificada 5.85 0.0169
14 - No identificada -2.25 0.0014
15 - No identificada -2.30 0.0036
16 | P20774 Mimecan -2.24 0.0161 | Metabolismo de carbohidratos 33922 5.46
17 | P20774 Mimecan -2.90 0.0111 | Metabolismo de carbohidratos 33922 5.46
18 | P20774 Mimecan -2.83 0.0301 | Metabolismo de carbohidratos 33922 5.46
19 | P20774 Mimecan -3.28 0.0359 | Metabolismo de carbohidratos | 33922 5.46
20 | 095336 | 6-fosfogluconolactonasa 1.80 0.0141 | Metabolismo de carbohidratos | 27547 5.7
21 | P02768 Albumina 4.57 0.0125 Coagulacion / Transporte 69367 5.92
22 - No identificada 1.89 0.0238
23 - No identificada 2.61 0.0418
24 | pocE74 | Regionconstante dela | ) o, 0.0417 Respuesta inmune 11277 6.91
cadena A-6 de la Ig
25 | poig34 | Region constante dela 2.97 0.0464 Respuesta inmune 11609 5.58
cadena k de laIg
26 | poig3s4 | Regionconstante dela | ) oo 0.0184 Respuesta inmune 11609 5.58
cadena k de laIg
27 | popyig | Proweina Sir‘ia amiloide |, ) 0.0322 Fascaguda 13532 6.28
28 | Q07507 Dermatopontina -2.41 0.0347 Adhesion celular 24005 4.7
29 - No identificada 2.14 0.0121
30 | po1g3s | Region constante dela 2.53 0.0284 Respuesta inmune 11609 5.58
cadena k de laIg
PoCGos | Region contanste dela Respuesta inmune 11294 6.91
cadenaA-2 de la Ig P '
31 | PocGog | Region constante dela |5 5 0.0018 Respuesta inmune 11237 6.91
cadena A-3 de la Ig
poCE74 | Region constante dela Respuesta inmune 11277 6.91
cadena A-6 de la Ig P )
32 - No identificada -2.17 0.0286

Tabla R.9. Identificaciones tras el analisis 2D-DIGE de tejido. Se muestra el ntimero de la mancha
proteica, el numero de acceso, los resultados estadisticos (p-valor seglin el analisis de #-Student y cociente

de variacion control/paciente), funcion principal, punto isoeléctrico y masa molecular teérica.
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2.4. ESTUDIO PROTEOMICA DIFERENCIAL UTILIZANDO TEJIDO
VALVULAR PROCEDENTE DE INDIVIDUOS CON ATEROSCLEROSIS

CORONARIA

En el estudio de expresion diferencial de tejido valvular mediante 2D-DIGE, utilizamos
6 grupos experimentales: valvulas controles procedentes de trasplantes (T), de
individuos con IA y de individuos con EAD, separados en dos grupos segun la
presencia/ausencia de EAC. El numero de individuos utilizados en cada grupo asi como

sus caracteristicas clinicas se encuentran detallados en la tabla R.10.

CON EAC SIN EAC
Tm=3) | IA@=3) |EAD®@=6)| T@®=3) | IA@=3) | EAD (n=6)
Edad 584557 | 69+£11.36 | 67+10.90 | 654230 | 71+4.51 | 739.03
(%Homier’:s’/Mujer) 67/33 33/67 33/67 100/0 67/33 50/50
FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

% Obesidad 67 0 50 33 100 33

% HTA 0 67 67 33 67 67

% Dislipemia 67 100 67 100 67 67

% Diabetes 0 0 17 0 0 17

% Fumadores 0 0 50 67 67 33

Tabla R.10. Caracteristicas clinicas de los individuos utilizados en el analisis 2D-DIGE de tejido.

Utilizando el programa informatico DeCyder, se seleccionaron aquellas manchas que se
encontraron presentes en el 80% de los geles. Debido a la complejidad del disefio

experimental se realizaron diferentes analisis estadisticos:

1) Comparacion de las muestras en funcidn de su origen, separadas segun la
presencia de EAC. Se utiliz6 el estadistico #-Student ya que se compararon dos
grupos en cada caso.

2) Comparacion de los tres tipos de muestras con EAC. Se empled el analisis
multivariante ANOVA aplicando la correccion de Tukey.

3) Comparacion de los tres tipos de muestras sin EAC. Se empled el analisis

multivariante ANOVA aplicando la correccion de Tukey.
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En todos los casos, se consideraron manchas proteicas de interés aquellas con un

cociente de variacion mayor a +1.5 y un valor de significacion p<0.05. Tras la

aplicacion de estos criterios, encontramos un total de 190 manchas proteicas

diferencialmente expresadas (Tabla R.11).

RELACION PACIENTES SIN PACIENTES CON EAC PACIENTES SIN EAC
EAC/PACIENTES CON EAC RELACION: RELACION:
T | 1A EAD | T/EAD | T/1A | IA/EAD | T/EAD | T/1A | IA/EAD
N°de MANCHAS
PROTEICAS 9 13 31 6 16 3 99 72 6
DIFERENCIALES
oenmrcapas | 7 819 U
1 Albtimina -1.86 *
2 Albumina -2.16
3 Albumina -1.89
4 Albumina 2.12
5 Cadena o E\;i;;l colageno 155
6 Fibulina 1 -1.71
7 N.ID. 2.18%
3 Subcomponente Clsdel 157 237%
complemento
9 N.ID. 2.15% -1.61
10 N.ID. 222
11 N.ID. 2.67
12 Albtiimina -2.25
13 N.ID. 2.52
14 Lumican -1.97 292
15 Serotransferrina -1.64
16 Vimentina -1.71
17 Vitronectina -2.15
18 N.ID. -1.75
19 Albumina -2.13
20 N.ID. 1.55 -1.69 -2.13
21 Lumican -1.52
22 N.ID. -1.66 **
23 N.ID. 22,02 ** -1.56
24 Albumina 1.72
25 N.ID. -1.77 * -1.57
26 N.ID. -2.04 * -1.82
27 N.ID. -2.14 *
28 N.ID. -1.97 *
29 N.ID. -1.53
30 Serotransferrina -1.56
31 Lumican -1.75
32 Serotransferrina -1.71
33 Serotransferrina -1.73 *
34 Serotransferrina -1.89 *
35 N.ID. -1.67
36 Serotransferrina -1.83
37 Serotransferrina -2.01*
38 a-1B-glicoproteina -1.54 -1.99 *

Tabla R.11.
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RELACION PACIENTES SIN| PACIENTES CON EAC PACIENTES SIN EAC
EAC/PACIENTES CON EAC RELACION: RELACION:
T | 1A | EAD | TEAD | /A [1A/EAD | TEAD | 1A | 1A/EAD
39 N.ID. -1.78
40 Hemopexina -1.78
41 Hemopexina -2.59
42 N.ID. 2
43 Albtimina -1.52
44 Albumina -1.98
45 Albtimina 213
46 Albimina -2.15
47 Albtimina -2.06
48 Complemento C9 -1.95 ** 2,09 **
49 Lumican 2.06*%  2.09*
50 Albumina -1.88*  224%*
51 Albtimina -1.74*%  2.18*%
52 Plastin 2 -2.03
53 Albtimina -2.16
s¢ | I o
55 N.ID. -l.64*%  276%*%  1.69%*
56 N.ID. -1.59 -1.93 *
57 Albimina -2.86 *
58 Albumina -1.96
59 Albimina -2.87
60 N.ID. -1.9 *¥* 2] **
61 Albimina -1.81
62 Albumina -1.8 * -2.04 *
63 Albimina -1.67 228 %
64 Complemento C9 -1.89 *¥* 217 **
65 Albimina -1.98
66 Albumina -2.58 *
67 Albtimina -2.07
68 Albumina -2.14
69 Albtimina 2.2
70 Albumina -2.13
71 Albimina -1.59 -2.24 %
72 Albumina -1.88 -1.97
73 Albimina -1.95 -2.24
74 Lumican 1.65* 1.55
75 Albmina -1.92
76 Albumina -1.68 -1.66
77 Kininogeno 1 -1.88 ** -1.6
78 Albumina -1.99 *

Tabla R.11. Continuacion
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SIRNE ;AA(C:/IP(LI\Z:IP&CTIEIS\IT(?SN PACIENTES CpN EAC PACIENTES S’IN EAC
RELACION: RELACION:
EAC
T 1A EAD | T/EAD T/TIA | TA/EAD | T/EAD T/TA | IA/EAD
79 N.ID. -1.56 -2.98
80 Lumican 1.93
81 Hemopexina -1.81 -2.85
Cadena o.delcomponente
82 C8 de comp]enfento ez 182
83 Albumina -2.01 -2.33
84 N.ID. -1.85 *
85 N.ID. -2.55 % -2.15
86 Albumina 2.21
87 Antitrombina 11 -1.84
88 N.ID. -1.61
89 N.ID. -2.29 2.74
90 Antitrombina ITI 1.93 343 %
91 N.ID. 1.74
92 Vimentina 1.86
93 Albumina -1.82 -1.94
94 Aldehido. deshiergenasa, 163 **
mitocondrial
95 | Cadena Bdelfibrindgeno 1.53 -1.63 *
96 CadenaA‘/C dela 164
tubulina a
97 N.ID. 1.57 -1.66
98 B-2-glicoproteina 1 -1.58 1.88
99 | Cadena B dela tubulina 2%
100 | Cadena Bdel fibrindgeno -1.71
101 Lumican 1.73
102 N.ID. -1.66
103 o-1-antitripsina 3.17
104 | Xaa-Prodipeptidasa -1.57 1.57 2.01%*
105 o-1-antitripsina 2.14*
106 Kinindgeno 1 -1.64 -1.74
107 N.ID. -1.56
Region constante de la
108 cildena y-2dela Ig 2.03%
109 Lumican -1.91
110 Albumina -1.97 311 *
111 Vimentina 3.06* 3.5%
112 Vimentina 1.59
113 Albimina -1.87 -2.08
114 y-enolasa 1.56*
Factorderivado del

115 pigmento epitelial -1.66 L7
116 N.ID. 2.83
117 N.ID. 2.77
118 |Inhibidorde ribonucleasa 3.66 * 3.66

Tabla R.11. Continuacion
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SII;E EI:"AAg/IP(ﬁ:IPﬁNC,II,EIS\ITCE gN PACIENTES CpN EAC PACIENTES SIN EAC
EAC RELACION: RELACION:
T | 1A | EAD | T/EAD | T/IA [IA/EAD | T/EAD | T/IA [IA/EAD
119 N.ID. 1.64
120 Vimentina 351
121 Gelsolina 1.53 2.84
122 Vimentina 24
123 Vimentina 2.8
124 Vimentina -1.94 3.02% 4.28%*
125 Albiimina -1.83
126 Haptoglobina 227 **
127 Vimentina 1.97
128 Vimentina -1.62
129 Vimentina 1.94 2.09
130 Vimentina 1.96
131 Vimentina 1.98
132 Prelamina-A/C 1.75
133 Vimentina 1.55
134| Apolipoproteina A-IV 2.2
135| Actina citoplasmica 1 1.55
136 Vitronectina -1.75
137| Zinc-a-2-glicoproteina -2.65 * -2.45
138 Haptoglobina -1.84
139 Haptoglobina -2.47
140 Haptoglobina -1.95
141 Albtimina -1.96 2.5
142 Haptoglobina -2.76
143 | Cadena f delfibrindgeno -4.61
144 Haptoglobina -2.04
145 Haptoglobina -1.85
146 Clusterina -1.92
147 Clusterina -1.57
148 Clusterina -2.15
149 Haptoglobina -1.58
151 Mimecan 231
152 Apolipoproteina E 2.09
153 Clusterina -1.73 **
154 Mimecan 335%
155 S“b;lr‘(‘)‘f;gf ge a 1.65 1.92
156 N.ID. -1.93 * 1.96
157 Apolipoproteina E 2.14
158 Apolipoproteina E -1.68 * 2.05 2.21

Tabla R.11. Continuacion

112



%&Asigg:é&lﬁgggs PACIENTES CpN EAC PACIENTES S}N EAC
CON EAC RELACION: RELACION:
T 1A EAD (T/EAD | T/IA |IA/EAD| T/EAD | T/IA |[IA/EAD

159 Transtiretina -1.5*
160 Proteina AMBP 273 *
161 Anexina 4 1.68 *
162 Anexina 4 2.03* 2.04%*
163 N.ID. 241 ** -1.65
164 Region constante de la 212

cadenaxdela Ig
165| ~ComponentePdel 1.98

amiloide sérico
166| ~ComponentePdel 181 212

amiloide sérico

Proteina de choque
167 térmico HSPZC; 2.29
168 N.ID. -1.52
169|  Apolipoproteina E 1.86
170 N.ID. 1.5
171 Cadena pf.:s.adade la 203 285%*
ferritina

172 Peroxirredoxina-2 2.12
173 N.ID. 2.12
174 N.ID. 1.66 ¥* 1.54%
175 N.ID. 2.07
176 N.ID. 299* 37 %*
177 Haptoglobina 2.6 -3.38
178 N.ID. 2.15 -3.39
179 Vimentina 2.33 2.84
180 Canalde cloruro CLIC4 -1.66 -1.71
181 Vimentina 1.54
182 a-1-antitripsina -2.46 *
183 Albumina -1.93
184 Vitronectina -5.11
185 Vitronectina 1.84
186 Albumina -2.14
187 N.ID. -12.39 *
188 Serotransferrina -1.96
189 Albimina -2.06
190 Albumina -2

Tabla R.11. Continuacion. Proteinas diferencialmente expresadas identificadas tras el analisis
proteomico diferencial de EAD en presencia/ausencia de EAC. Se muestran los resultados de todas las
comparaciones analizadas, mostrando el cociente de variacion en aquellos casos donde la diferencia es

estadisticamente significativa (p-valor<0.05).*: p-valor<0.01; **: p-valor<0.001

A continuacion, se realizo el andlisis multivariante (ACP) con las manchas proteicas
diferencialmente expresadas en cada caso. Se observd una buena separacion de los
grupos en funcion del origen de las muestras (Fig. R.18) asi como en base a la presencia

de EAC (Fig. R.19)
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Fig. R.18. Resultados del analisis multivariante. Se muestra la separacion de los diferentes tipos de

valvulas independientemente de la presencia (A) o ausencia (B) de EAC.
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Fig. R.19. Resultados del analisis multivariante. Se muestra la separacion de los individuos con y sin

EAC (rojo y verde, respectivamente) en los diferentes grupos de muestras (T, [A y EAD).

En total, se identificaron 142 manchas proteicas que correspondieron a 47 proteinas

unicas. Se realizd una clasificacion de las proteinas encontradas en base a su funcion

utilizando la base de datos Uniprot (Tabla R.12).
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N° N°
NOMBRE DE LA . NOMBRE DE LA .
AC.CESO PROTEINA FUNCION AC.CESO PROTEINA FUNCION
(UniProt) (UniProt)
L . Metabolismo de
P60709  Actina citoplasmica 1 Citoesqueleto P09104 y-enolasa .
carbohidratos
P02768 Albumina Antioxidante/ P06396 Gelsolina Citoesqueleto
Transporte
Aldehido
P05091 deshidrogenasa Oxidorreductasa P00738 Haptoglobina Faseaguda
mitocondrial
P01009 a-1-antitripsina Inhibidorde proteasas P02790 Hemopexina Transporte
P04217 o-1B-glicoproteina Respuesta inmune P13489 h%hlbldor dela Inh1b1dor'nbonuc.leasa
ribonucleasa / Angiogenesis
P09525 Anexina 4 Apoptosis P01042 Kininégeno 1 Coagulac19n/
Inflamacioén
PO1008 Antitrombina 3 Coagulacion P51884 Lumican Matriz extracelular
. . L. . Metabolismo de
P06727  Apolipoproteina A-IV  Transporte de lipidos P20774 Mimecan carbohidratos
P02649 Apolipoproteina E Antloxldanfe‘/ P32119 Peroxirredoxina-2 Antioxidante
Transporte de lipidos
. . . . Unibn actina /
P02749 B-2-glicoproteina 1 Coagulacion P13796 Plastin 2 Respuesta inmune
Q71U36/ Cadena A/C dela . . .
QIBQE3 tubulina o-1 Citoesqueleto P02545 Prelamina-A/C Estructural/ Apoptosis
P12109 Caderna ol del Adhéswn celular / P02760 Proteina AMBP Inhibidorde proteasas
colageno VI Matriz extracelular
Cadena adel L, .
P07357  componente C8 del Activacion pli14p  roteinadechoque
complemento térmico de 71 kDa
complemento ATPasa / Chaperona
Cadenaaldela Citoesqueleto / Proteina de choque .
P09493 tropomiosina Muscular P04792 térmico HSP27 Chaperona / Apoptosis
P02675 C:.idfznra B del Coagulacion P01859 Region C de la cadena Activacion
fibrin6geno y-2delalg complemento
P07437 Cadena Bdela tubulina Citoesqueleto P01834 Region C dela cadena Activacion
dela Ig complemento
P02794 Cadena p§§ada dela Transporte P02787 Serotransferrina Coagulacion
ferritina
Q9Y696 Canalde cloruro CLIC4 Angiogénesis / P09871 Subcomponente Clsdel Activacion
Transporte complemento complemento
. . Subunidad pdela Y,
P10909 Clusterina Chaperona / Apoptosis P62873 , Sefializacion
proteina G
P02748 Complemento C9 Activacion P02766 Transtiretina Matriz extracelular /
complemento Transporte
P02743 Compo'nentle P del Faseaguda P08670 Vimentina Apoptosis
amiloide sérico
Factorderivado del Inhibidorde
P36955 . .o endopeptidasas/ P12955 Xaa-Pro dipeptidasa Aminopeptidasa
pigmento epitelial . .
Proliferacién
P23142 Fibulina 1 Matriz extracelular P25311  Zinc-a-2-glicoproteina Adhesion celular

Tabla R.12. Proteinas diferencialmente expresadas en el 2D-DIGE de tejido. Se muestra el numero

de acceso y las funciones principales.

Al comparar las VAs de trasplante con y sin EAC encontramos 9 manchas proteicas
diferencialmente expresadas, 5 disminuidas y 4 aumentadas en los trasplantes con EAC.
En el caso de las IA, las manchas proteicas diferencialmente expresadas fueron 13: 11

estaban aumentadas en el grupo con EAC y 2 estaban disminuidas. Por tltimo, tras la
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comparaciéon entre las muestras de EA, obtuvimos 31 manchas proteicas
diferencialmente expresadas, 14 disminuidas y 16 aumentadas en el grupo con EAC.
Todas las identificaciones obtenidas en cada caso se encuentran detalladas en la tabla

R.13.

T c;‘;é s Albtimina; Cadena a-1dela Gelsolina; Haptoglobina; Vimentina;
, tropomiosina; Clusterina Vitronectina
7 proteinas
Lumican (2); Albimina; Aldehido
IA cony sin deshidrogenasa mitocondrial; B-2-
EAC Lumican glicoproteina 1; Subcomponente Clsdel
8 proteinas complemento; Fibulina 1; Vimentina;
Xaa-pro dipeptidasa
EAD con y sin Apolipoproteina E ; Clusterina (3); Apolipopro.te.ing E; Actina citoplasm.ailtica
EAC Haptoglobina (7); Region conste'lntt? dela 1; afl -antltrlpsm'a; y-enolasa; Gelsolina;
15 proteinas cadena y -2 de la 1gG; Transtiretina; Lumican; Prelamina-A/C; Cadena beta de
Vitronectina (2) la tubulina; Vimentina; o-tubulina

Tabla R.13. Identificaciones de las manchas proteicas diferencialmente expresadas en funcion de la
presencia de EAC en los individuos de estudio. Cuando existe mas de una isoforma, se indica el

numero entre paréntesis.

Funciones segun Uniprot

BT
HJA
B EAD

S = N W b NN X

Figura.R20. Clasificacion de las proteinas diferencialmente expresadas al comparar las muestras

con y sin EAC dentro de cada tipo de valvula (T, IA y EAD).
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En la comparacion entre las vélvulas estenodticas con y si EAC hemos encontrado
disminuido en el grupo con EAC la a-tubulina, aunque debido a la homologia de sus

cadenas, no sabemos si se trata de la cadena A o la C.

Tras la clasificacion de las proteinas alteradas en cada caso, se observo que las mayores
diferencias aparecieron, en todos los casos, en proteinas estructurales e implicadas en

apoptosis (Figura R.20).

Tras el ANOVA de los tres tipos de muestras sin EAC encontramos 99 manchas
proteicas diferencialmente expresadas entre T y EAD (77 aumentadas y 22 disminuidas
en EA), 72 entre T e IA (43 aumentadas y 29 disminuidas en [A) y solo 6 entre EAD e
IA (3 aumentadas y 3 disminuidas en EAD) (Tabla R.14).

GRUPOS AUMENTADAS DISMINUIDAS

Vimentina; Albumina (33); a-1-
antitripsina; a-1b-glicoproteina;
Apolipoproteina A-IV; Cadena pesada de
la ferritina; Canalde cloruro CLIC4;
Complemento C9 (2), Cadena a del

Vimentina (7); Anexina I'V (2);
Antitrombina 3; Apolipoproteina E;

T vs EAD Cadena o-1 del colageno VI; Componente
, componente C8 delcomplemento; . L .
27 proteinas . , . P del amiloide sérico (2); Inhibidor de la
Haptoglobina; Proteina de choque térmico . . .
. L ribonucleasa; Subunidad f dela proteina
de 71 kDa; Hemopexina; Kinindgeno 1 G- Xaa-pro diventidasa
(2); Lumican; Plastin 2; Proteina AMBP; ’ P pep
Serotransferrina (8); Vitronectina; Zinc-
a-2-glicoproteina
Albamina (13); Cadena B del fibrinégeno; Albumina; Cadena Bdel fibringeno;
. . , Lumican (2); Anexina I'V,; Antitrombina
Lumican (3); a-1B-glicoproteina; Cadena . .
. 3; Apolipoproteina E (3); B-2-
pesada dela ferritina; Canalde cloruro glicoproteina; Subcomponente del
TvsIA CLIC4; Complemento C9 (2); Cadena complemento Cls; Componente P del

alfa delcomponente C8 del
complemento; Haptoglobina;
Hemopexina (2); Kininogeno 1 (2);
Factorderivado del pigmento epitelial;
Zinc-alfa-2-glicoproteina

25 proteinas amiloide sérico; Mimecan; Region
constante dela cadena kdela Ig;
Inhibidorde la ribonucleasa; Subunidad
beta de la proteina G; Vimentina (5);

Xaa-pro dipeptidasa

IA vs EAD Factorderivado del pigmento epitelial ;

3 proteinas Proteina de choque térmico HSP27 Cadena B delfibrinégeno

Tabla R.14. Identificaciones de las manchas proteicas diferencialmente expresadas al comparar las
muestras sin EAC de cada tipo de valvula entre si. Cuando existe mas de una isoforma, se indica el

numero entre paréntesis.
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Funciones segun Uniprot

B TvsEAD
® TvsIA
IAvsEAD

S = N W kA 0N N 9 X

Fig.R.21. Clasificacion de las proteinas diferencialmente expresadas al comparar las muestras sin

EAC de cada tipo de valvula entre si.

Tras llevar a cabo la clasificacion de las proteinas alteradas en cada caso, se observo
que, en todos los grupos funcionales, las mayores diferencias aparecieron al comparar
los controles procedentes de trasplantes con los grupos patologicos, independientemente
de si presentaban calcificacion, a excepcion del grupo formado por las proteinas

estructurales, que apenas presenta diferencias entre pacientes de T e A (Figura R.21).

Por ultimo, realizamos un ANOVA de los tres tipos de muestras con EAC. Encontramos
6 manchas proteicas diferencialmente expresadas entre C y EA (3 aumentadas y 3
disminuidas en EA), 16 entre C e IA (11 aumentadas y 5 disminuidas en IA) y 3 entre
EA e IA (1 aumentada y 2 disminuidas en EA) (Tabla R.15).

Tras realizar la clasificacion funcional de las proteinas alteradas en cada caso, no se
observd ninguna proteina implicada en inflamacion, respuesta inmune o adhesion

celular. (Fig R.22).
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T vs EAD

, Cadena B delfibrindgeno; Hemopexina a-1-antitripsina; Lumican; Vimentina
5 proteinas
Tvs I’A Vimentina; Albumina (7); Antitrombina Lumican; Mimecan: Vimentina (2)
5 proteinas 111
TAvs EAD Albuimina; Peroxirredoxina-2
2 proteinas

Tabla R.15. Identificaciones de las manchas proteicas diferencialmente expresadas al comparar las
muestras con EAC de cada tipo de valvula entre si. Cuando existe mas de una isoforma, se indica el

numero entre paréntesis.

Funciones segun Uniprot

2
1.75
15 § TvsEAD
1.25 ® TvsIA
! % IAvSEAD

0.75
0.5
0.25

Fig.R.22. Clasificacion de las proteinas diferencialmente expresadas al comparar las muestras con

EAC de cada tipo de valvula entre si.

2.5. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.
INTEGRACION DE RESULTADOS

Para finalizar, hemos realizado diferentes andlisis bioinformaticos con el objetivo de
obtener una visidn a nivel global de las diferencias entre los diferentes grupos de
estudio. Para ello, las proteinas del estudio de tejido de VA realizado teniendo en cuenta

la EAC subyacente se han agrupado para aquellas comparaciones homologas (T vs IA,
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T vs EAD, IA vs EAD) realizadas tanto en VA sin EAC como con EAC, generando 3
listas. Las 2 primeras estarian completas, puesto que no se han realizado mas estudios
con trasplantes en la Tesis Doctoral. Al listado 1A vs EAD se le anadieron, a su vez, las
proteinas obtenidas en los andlisis realizados en plasma y tejido humano sin tener en

cuenta la EAC, puesto que fueron realizados con los mismos grupos de estudio.

Las alteraciones debidas a la presencia de EAC observadas entre los diferentes tipos de
muestras (T, [A y EAD) han sido consideradas parte de un mismo grupo de proteinas

inducidas por la EAC subyacente. En resumen se analizaron los siguientes listados:

- Listado 1: T vs IA (con y sin EAC)

- Listado 2: T vs EAD (con y sin EAC)

- Listado 3: TA vs EAD (plasma y tejido sin considerar EAC, tejido con y
sin EAC)

- Listado 4: Proteinas inducidas por la EAC subyacente

En todos los casos . se analizaron las principales funciones bioldgicas en las que estaban
implicadas las proteinas diferenciales y se realiz6 un agrupamiento en base a los
términos significativos hallados. También se llevd a cabo un analisis de interacciones
proteicas utilizando STRING v9.1. A continuacion, se iran detallando los resultados

obtenidos para cada uno de los listados.

Las funciones mas representadas del analisis bioinformatico llevado a cabo con el
listado de proteinas diferenciales de la comparacion de valvulas procedentes de
trasplantes y de pacientes con IA (listado 1), junto con su significacion estadistica, se
encuentran resumidos en la tabla R.16. Ademas, se llevd a cabo un analisis de
interacciones proteicas utilizando STRING v9.1. En la figura R.23 se muestran las redes

de interaccion encontradas por el programa STRING para este listado de proteinas.
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. N°DE 5
ANOTACION FUNCIONAL TERMINOS P-VALOR PUNTUACION
Coagulacion/apoptosis 24 9.47E-06 3.05
Homeostasis de cationes 16 2.66E-05 2.97
Lipoproteinas de alta densidad 3 8.28E-04 2.89
Respuesta inmune/ inflamacion 30 2.16E-08 2.75
Regulacion de la respuesta inflamatoria 6 1.14E-04 2.72
Inhibidorenzimatico 4 1.14E-04 2.57
Migracion y motilidad celular 6 3.82E-03 1.91
Region extracelular 1 1.25E-11 -
Mantenimiento de la localizacion 1 2.72E-03 -
Regulacion de la angiogénesis 1 4.64E-03 -

Tabla R.16. Funciones mas representadas en las comparaciones de valvulas procedentes de
trasplantes y de pacientes con IA. Se incluye el numero de términos de ontologia recogidos dentro de
cada anotacion funcional, el p-valor del término mas significativo y, cuando es posible, la puntuacion

asociada al enriquecimiento.
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Figura R.23. Anadlisis de interacciones con las proteinas diferenciales de las comparaciones de
valvulas procedentes de trasplantes y de pacientes con IA, con independencia de la presencia de
EAC subyacente.
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Los resultados del andlisis realizado con todas las proteinas encontradas al comparar la

VA de pacientes de trasplante y pacientes con EAD (listado 2) se muestran en la Tabla

R.17 y la figura R.24).

. N°DE .
ANOTACION FUNCIONAL TERMINOS P-VALOR PUNTUACION
Region extracelular 3 1.96E-11 10.01
Homeostasis de cationes 14 3.63E-06 4.04
Cascada decoagulacién/inhibidor de peptidasas 11 1.72E-07 3.85
Inflamacion 5 3.43E-05 3.75
Lipoproteinas de alta densidad 3 1.07E-03 2.77
Unidn a glucosaminoglicanos 6 8.69E-04 2.45
Regulacion de la coagulacion 3 1.12E-03 23
Matriz celular 3 3.22E-03 2.18
Granulos secretores / plaquetas 9 2.87E-03 2.17
Respuesta inmune 1 1.65E-03 -

Tabla R.17. Funciones mas representadas en las comparaciones de valvulas procedentes de

trasplantes y de pacientes con EAD. Se incluye el nimero de términos de ontologia recogidos dentro de

cada anotacion funcional, el p-valor del término mas significativo y, cuando es posible, la puntuacion

asociada al enriquecimiento.
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Figura R.24. Analisis de interacciones con las proteinas diferenciales de las comparaciones de
valvulas procedentes de trasplantes y de pacientes con EAD.
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En el caso del andlisis funcional de las proteinas diferenciales entre pacientes con IA y
EAD, se tuvieron en cuenta tanto los resultados de plasma como los de los 2
experimentos 2D-DIGE de tejido (listado 3). Los resultados se encuentran en la tabla

R.18 y la figura R.24.

. N°DE .
ANOTACION FUNCIONAL TERMINOS P-VALOR PUNTUACION
Regién extracelular 3 1.21E-15 13.25
Inflamacioén/respuesta inmune 26 1.88E-10 4.69
Coagulacion/hemostasis 9 4.80E-08 3.96
Inhibidorenzimatico 4 4.50E-05 3.68
Lipoproteinasdealta densidad 6 9.93E-06 3.56
Granulos secretores / plaquetas 10 4.52E-05 2.85
Unidn a glucosaminoglicanos 5 1.22E-03 245
Regulacion de la apoptosis 7 2.75E-03 1.85
Serin peptidasas 3 2.31E-02 1.56
Matriz celular 1 1.68E-02 -

Tabla R.18. Funciones mas representadas en las comparaciones de valvulas procedentes de
pacientes con IA y de pacientes con EAD. Se incluye el niimero de términos de ontologia recogidos
dentro de cada anotaciéon funcional, el p-valor del término mas significativo y, cuando es posible, la
puntuacion asociada al enriquecimiento.
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Figura R.25. Anadlisis de interacciones con las proteinas diferenciales de las comparaciones de
valvulas procedentes de pacientes con IA y de pacientes con EAD.
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Por ultimo, hemos analizado todas las proteinas diferenciales halladas al comparar todo
los tipos de valvula en funcion de la presencia/ausencia de EAC, incluyendo las que
aparecieron al comparar valvulas de trasplante, de pacientes con IA y de pacientes con

EAD (listado 4, Tabla R.19 y figura R.25)

. N°DE .
ANOTACION FUNCIONAL TERMINOS P-VALOR PUNTUACION
Region extracelular 3 5.68E-07 5.7
Lipoproteinasy regulacion de apoptosis 11 8.59E-06 2.52
Citoesqueleto / ensamblaje proteico 15 3.57E-06 2.36
Citoesqueleto / motilidad celular 4 2.20E-04 2.27
Maduracion de proteinas 4 8.61E-04 2.25
Granulos secretores / plaquetas 6 2.03E-03 2.21
Migracion y motilidad celular 6 3.16E-03 1.99
Respuesta inmune 6 4.72E-03 1.96
Respuesta a sustancias organicas 3 3.37E-03 1.94
Union a glucosaminoglicanos 4 1.19E-02 1.7

Tabla R.19. Funciones mas representadas en el listado de proteinas inducidas sobre la VA por la
EAC. Se incluye el nimero de términos de ontologia recogidos dentro de cada anotacion funcional, el p-

valor del término mas significativo y, cuando es posible, la puntuacion asociada al enriquecimiento.
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Figura R.26. Analisis de interacciones con las proteinas diferenciales de las comparaciones de
valvulas procedentes de pacientes con y sin EAC.
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Haciendo una recopilacién de todos los estudios realizados en esta Tesis Doctoral,
hemos encontrado numerosas proteinas implicadas en coagulacion, inflamacion y
metabolismo lipidico. Queremos destacar la aparicion de un grupo de proteinas que solo
aparecen al comparar muestras procedentes de pacientes de IA y de EAD, la a-enolasa,
la peroxirredoxina-2 y la proteina de unidn a selenio, ya que pensamos que podrian ser
potenciales candidatos a biomarcador. Ademads, la tropomiosina 1 y las miosinas,
encontradas alteradas en el modelo animal, tienen el valor afiadido de ser proteinas que

se encuentran generalmente en el tejido cardiaco.

Sin embargo, todas las proteinas encontradas en estos estudios, asi como las enzimas
implicadas en las rutas metabolicas que hemos encontrado alteradas, seran estudiadas en
un futuro en una cohorte mas amplia de individuos para comprobar si pueden ser

marcadores de enfermedad y si presentan utilidad clinica.
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DISCUSION

A pesar de que la prevalencia de las valvulopatias es menor que la de otras cardiopatias
como la insuficiencia cardiaca, la cardiopatia isquémica o la hipertension, constituyen
un importante consumo de recursos sanitarios ya que la inexistencia de un tratamiento
eficaz conlleva la necesidad de cirugia en la mayoria de los casos (170, 171). En el
pasado, la fiebre reumatica era la principal causa de valvulopatias. Sin embargo, debido
a los cambios demograficos y sociales acaecidos en los paises desarrollados, se han
producido modificaciones en la etiologia de estas enfermedades: la incidencia de la
valvulopatia reumatica ha disminuido gracias a una mejora de los antibioticos y los
sistemas de salud, mientras que la incidencia de las valvulopatias degenerativas ha
aumentado debido al incremento de la esperanza de vida (172). De hecho, en la
actualidad, la valvulopatia mas frecuente en el mundo occidental es la estenosis adrtica

degenerativa (EAD) (13), objeto de estudio de esta Tesis Doctoral.

En trabajos previos en nuestro laboratorio, se han realizado estudios comparativos entre
individuos con EAD frente a controles sanos, utilizando muestras de plasma (148) y de
tejido (147). También se ha llevado a cabo un estudio del secretoma mediante el cultivo
de explantes valvulares en presencia de medio con aminoacidos marcados (150). En
estos estudios se encontraron alteraciones en procesos patologicos clave para el
desarrollo de la EAD como la inflamacion, la coagulacion y la protedlisis asociada al

remodelado de la matriz.

Sin embargo, en estos estudios no fue posible aislar las causas y/o efectos del proceso
fisiopatolégico de la EAD de los de los dafios cardiacos y circulatorios que puedan
ocasionarse debido a la alteracion funcional de la valvula. Por ello, para el desarrollo de
esta Tesis Doctoral hemos optado por utilizar como controles pacientes con IA debida a
dilatacion del arco aodrtico, ya que no presentan alteraciones de la valvula adrtica pero si
desarrollan una hipertrofia ventricular, como sucede en el caso de la EAD (173, 174),
llegando a desarrollar una insuficiencia cardiaca. Por otro lado, se realizd un modelo

animal de EAD con el objetivo de controlar las diferencias entre los grupos



experimentales debidas a factores externos (ambiente, dieta, medicacion, etc.),
habituales en los estudios previos del grupo con muestras humanas. De esta forma,
esperamos que los resultados obtenidos en este trabajo proporcionen una valiosa
informacion acerca de los mecanismos que desencadenan el desarrollo de esta

enfermedad, asi como los procesos fisiopatoldgicos implicados.

1. ESTUDIO DE_PROTEOMICA DIFERENCIAL UTILIZANDO UN
MODELO ANIMAL DE ESTENOSIS AORTICA DEGENERATIVA

Como hemos comentado anteriormente, hemos realizado un modelo animal de EAD
para poder controlar las diferencias entre los grupos experimentales debidas a factores
externos. Por otro lado, se pretendia implementar el modelo animal en el laboratorio
para futuros estudios funcionales in vivo que se puedan derivar de los estudios —6micos
realizados en esta Tesis Doctoral. Decidimos utilizar un modelo conjunto de
aterosclerosis y EAD basado en una alimentacion rica en colesterol y suplementada con
vitamina D, (61). El aumento del gradiente transvalvular, valorado mediante
ecocardiografia, confirmo6 el desarrollo de EAD en los conejos. Ademas, los analisis
bioquimicos mostraron un incremento significativo en los niveles de calcio, fosforo,
colesterol (total, LDL y no-HDL) vy triglicéridos, caracteristicas observadas en los

pacientes con EAD (175, 176).

Tras el analisis protedmico, 8 proteinas diferenciales fueron identificadas. La albumina
sérica, la cadena a-1 de la tropomiosina, la cadena B de la L-lactato deshidrogenasa, la
cadena ligera de la miosina 3 y la cadena ligera reguladora de la miosina 2 (isoforma de
musculo cardiaco/ventricular) estaban aumentadas en controles mientras que la
calreticulina, la tranglutaminasa 2 y la ATPasa del reticulo endoplasmatico transicional
(también llamada VCP, valosin-containing protein) estaban aumentadas en el grupo

patologico.

Las miosinas (formadas por cadenas como la cadena ligera de la miosina 3 y la
cadena ligera reguladora de la miosina 2) y la cadena a-1 de la tropomiosina
forman parte, junto con la actina, del musculo cardiaco, por lo que en el ambito de la
cardiologia han sido estudiadas principalmente a nivel de miocardio y es la primera vez
en la que se demuestra su expresion en la VA humana y su implicacion en la EAD.

Estan implicadas en la contraccion del ventriculo, y se han relacionado en estudios
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previos con la hipertrofia ventricular (177, 178). Estas proteinas también forman parte
del citoesqueleto contractil de otras células, como fibroblastos y endoteliales, y son
imprescindibles en el mantenimiento de la funcion de la barrera endotelial (179). Por un
lado, se ha visto que la sobre-expresion de TPM-1 estabiliza la estructura de los
filamentos de actina, ayudando a preservar la funcién de la barrera endotelial bajo
condiciones de estrés oxidativo (180). Ademads, su disminucion se ha relacionado con
una menor contraccion de los filamentos de actina en arterias con arteriosclerosis (181).
Por otro lado, la disminucién de los niveles de proteinas de citoesqueleto en arterias
coronarias aterosclerdticas se ha relacionado con una pérdida del fenotipo contréctil de
las VSMC (182). La disminucién encontrada en proteinas de citoesqueleto puede estar
relacionada con la pérdida de flexibilidad de la valvula adrtica asi como, de forma
paralela a lo descrito en aterosclerosis, ser un indicativo de la diferenciacion de las
células intersticiales de la valvula a osteoblastos, que no tienen capacidad contractil
(183, 184). Ademas, la ausencia de miosina también provoca alteraciones en la adhesion
celular y la organizacion tisular debido a defectos en la localizacion y formacion de los
complejos proteicos necesarios para las uniones célula-célula (185), lo que puede
provocar un aumento de la permeabilidad del endotelio. La disminucion observada en
estas miosinas y en la tropomiosina-1 en los conejos del grupo patologico parece ser un
reflejo de la diferenciacion celular previa a la calcificacion. Ademas, también podria ser
indicativo de una alteracion en la regulacion del citoesqueleto de las células

endoteliales, lo que podria implicar una disfuncién endotelial.

Por otro lado, se ha relacionado la diferenciacion de VSMCs a células osteogénicas
(186), asi como la infiltracion de monocitos en aterosclerosis (187), con la proteina
transglutaminasa 2, aumentada en el grupo patologico. Esta proteina desempefia un
papel importante en la apoptosis, diferenciacion celular y la estabilizacion de la matriz
extracelular (188). El aumento de tranglutaminasa 2 en la EAD puede estar implicado
en los mismos procesos que en la aterosclerosis, ya que son muy similares en ambas

patologias.

En el caso de la valvula estenotica, se produce una disminucién de aporte de oxigeno a
las células debido a un aumento en el grosor del tejido. En estas condiciones, se produce
una situacion de hipoxia que favorece la sintesis de lactato desde el piruvato mediante la

cadena A de la L-lactato deshidrogenasa, una de las isoformas mas importante de la
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enzima lactato deshidrogensa (189). En el corazon, sin embargo, existe una isoforma
denominada cadena B de la L-lactato deshidrogenasa, que lleva a cabo esa misma
reaccion en condiciones aerobias (189) y que se regula a la baja en condiciones de

escasez de oxigeno (190, 191), como muestran nuestros resultados.

Recientemente, se ha relacionado la calcificacion valvular con aumento del estrés del
reticulo endoplasmatico (ERS, endoplasmic reticulum stress) (192). Los autores de este
estudio demostraron que el oxLDL promueve la diferenciacién osteoblastica y la
inflamacion a través de la activacion de la via de ERS. En nuestro trabajo, hemos
encontrado niveles aumentados de calreticulina y ATPasa VCP en los animales del
grupo patolégico, ambas relacionadas con la acumulacion en el reticulo de proteinas
plegadas incorrectamente, lo que provoca alteraciones en las funciones del orgéanulo y,
por tanto, ERS. La calreticulina es una chaperona implicada en el plegamiento de
glicoproteinas y en el mantenimiento de unos niveles de calcio adecuados para el
organismo, inducida en condiciones de estrés del RE (193, 194). Esta chaperona actia
como control de calidad, seleccionando las proteinas mal plegadas para su degradacion
(195). Las proteinas seleccionadas son transportadas al citosol a través de la ATPasa
VCP y degradadas por el sistema ubiquitina-proteosoma (196). El aumento de
calreticulina y ATPasa VCP encontrado en los animales del grupo patologico apoya la
implicacion de la via de ERS en el desarrollo de la EAD y parece apuntar de nuevo al
fenomeno de diferenciacion de VICs a osteoblastos, que ha sido relacionado

directamente con la activacion de esta via (192).

También hemos encontrado una disminucion de albiimina, seguramente debida a la
inflamacion ya que se trata de una proteina de fase aguda negativa (197). Sin embargo,
las proteinas de fase aguda no son especificas y se encuentran alteradas en numerosas

patologias (197, 198).

En resumen, podemos decir que el modelo animal de EAD nos ha permitido identificar
8 proteinas diferencialmente expresadas entre el grupo patologico y el sano. Hay que
destacar que 3 podrian estar implicadas en la diferenciacion celular de las VICs a un
fenotipo osteogénico y en el mantenimiento de la integridad celular. También se ha
observado la importancia de una correcta sintesis proteica y la implicacion del estrés del

reticulo endoplasmatico en la enfermedad. Este hecho refuerza ademas el papel de la

130



diferenciacion osteoblastica en el desarrollo de la EAD, debido a que se ha descrito una

implicacion directa de ésta con la via de ERS.

2.ESTUDIO DE PROTEOMICA Y METABOLOMICA DE LA ESTENOSIS
AORTICA DEGENERATIVA CON MUESTRAS HUMANAS

2.1. ESTUDIO DE PROTEOMICA Y METABOLOMICA DIFERENCIAL EN
PLASMA

Nuestro interés se centra en profundizar en los procesos fisiopatologicos que subyacen
tras la EAD a través del andlisis del plasma mediante dos aproximaciones
complementarias: Protedmica y Metaboloémica. Como es bien sabido, el plasma es una
muestra de facil obtencion mediante técnicas poco invasivas y de bajo coste. Ademas,
se caracteriza por que en ¢l aparecen moléculas secretadas por los distintos 6érganos y
tejidos, por lo que contiene informacién sobre el estado fisiolégico de las diferentes
partes del organismo. De hecho, se ha comprobado que la VA puede secretar proteinas
indicativas de su estado fisiologico (150). Hemos completado el estudio con un analisis
metabolomico mediante GC-MS, tratando de dar un paso mas en la comprension de esta
enfermedad y con el valor afadido de la buasqueda de potenciales biomarcadores
pronosticos, diagndsticos y/o terapéuticos que ayuden a reducir el impacto econémico y

social que causa actualmente esta patologia.

2.1.1. ESTUDIO PROTEOMICO DE PLASMA HUMANO MEDIANTE 2D-DIGE

En los estudios protedmicos en plasma la realizacion de un paso previo de
fraccionamiento de la muestra permite aumentar drasticamente el nimero de proteinas
analizadas. Esto es debido a que el 99% de la concentracion proteica del plasma esta
compuesta por s6lo 22 proteinas, siendo su rango dindmico de concentracion de 10°

(199).

En un estudio realizado anteriormente en nuestro grupo, se compararon muestras de
plasma de pacientes con EAD frente a controles sanos utilizando diferentes protocolos
para tratar la muestra. Para ello se analizaron plasmas completos, plasmas
deplecionados y plasmas ecualizados mediante 2D-DIGE (148) observandose que el
protocolo mas apropiado para este tipo de andlisis era el realizado con plasmas

deplecionados. Es por eso que hemos procedido a la depleciéon de las 14 proteinas
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mayoritarias del plasma (albumina, IgG, antitripsina, IgA, transferrina, haptoglobina,
fibrindgeno, a-2-macroglobulina, o-1-glicoproteina acida, IgM, apolipoproteina Al,
apolipoproteina All, complemento C3 y transtiretina) antes del analisis protedmico, lo

que nos ha permitido estudiar las proteinas menos abundantes de la muestra.

Sin embargo, en este estudio previo realizado con controles sanos no fue posible aislar
las causas y/o efectos del proceso fisiopatologico de la EAD, de los dafos cardiacos y
circulatorios que puedan ocasionarse debido a la alteracion funcional de la valvula. Por
ello, para el desarrollo de esta Tesis Doctoral hemos optado por utilizar pacientes con
IA debida a dilatacion del arco adrtico como controles, ya que no presentan alteraciones
de la valvula aortica pero si desarrollan una hipertrofia ventricular, como sucede en el
caso de la EAD (173, 174). Utilizando individuos con IA como control, esperamos
restringir el estudio a las alteraciones debidas a la calcificacion de la valvula,
eliminando aquellas diferencias debidas a las alteraciones cardiacas que se ocasionan
por el sobreesfuerzo realizado por el corazén y, por lo tanto, asociar a ésta las

variaciones observadas.

Tras la identificacion de las manchas proteicas de interés, se encontraron 12 proteinas
alteradas. Estaban aumentadas en EAD las cadenas B y y del fibrindgeno, la proteina 1
relacionada con el factor H del complemento (CFHR), la haptoglobina, la vitronectina,
la apoliproteina CII y la cadena pesada H4 del inhibidor de la inter-a-tripsina (ITIH4).
Por otro lado, estaban disminuidas en EAD el factor de coagulacion XII, la
antitrombina III y el complemento 4 (A o B). En el caso de la mancha proteica 24, se
obtuvo una mezcla de dos proteinas en la identificacion: la cadena pesada H4 del
inhibidor de la inter-a-tripsina y la clusterina. Esto imposibilita asignar a una de las dos

candidatas como responsable del cambio significativo que se observa.

De las 12 proteinas que aparecen alteradas, 3 no presentaban diferencias significativas
en el estudio previo que se realizd en nuestro laboratorio comparando pacientes con
EAD vy sanos (148)(haptoglobina, apolipoproteina C-II y factor de coagulacion XII)
mientras que 9 si presentaban alteraciones. De estas 9, sin embargo, solo 4 presentan
alguna isoforma coincidente en MM y pl entre los dos estudios (cadenas  y y del
fibrindgeno, proteina 1 relacionada con el factor H del complemento y antitrombina IITI).
Las cadenas del fibrindgeno y la antitrombina III se encuentran aumentadas y

disminuidas, respectivamente, en los pacientes con EAD, al igual que en nuestro
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estudio. La proteina 1 relacionada con el factor H del complemento, sin embargo, se
encontro disminuida en los pacientes, al revés que en nuestro estudio. Esto sugiere que,
aunque las véalvulas no estén calcificadas, existen diferencias entre individuos sanos y

pacientes con IA, lo que confirma nuestra hipdtesis inicial.

Como podemos ver, se han encontrado diferentes isoformas en el caso de los
fibrindgenos, la proteina 1 relacionada con el factor H del complemento y el
complemento 4. La aparicion de cadenas de proteinas que presentan la misma MM pero
diferente pl son caracteristicas de isoformas debidas a modificaciones post-
traduccionales como la glicosilacion (200, 201) y la fosforilacién (202). Sin embargo,
en este caso las variaciones de las diferentes isoformas se producen en el mismo
sentido, apuntando a una alteracion a nivel de proteina total, por lo que probablemente
las alteraciones se estén produciendo a nivel de la sintesis y/o la liberacion a la sangre
de las proteinas, y no por mediacidon de modificaciones post-traduccionales. En
cualquier caso, seria preciso hacer un estudio detallado de las modificaciones post-

traduccionales de estas isoformas para poder confirmarlo.

Uno de los grupos predominantes tras la realizacion de la clasificacion funcional fue el
de coagulacion. De hecho, estudios previos han relacionado un estado de
hipercoagulacion con diversas enfermedades cardiovasculares como angina de pecho
(203), accidente cerebrovascular (204) o aterosclerosis (205). Concretamente en el caso
de la EAD, se ha sugerido que las turbulencias que aparecen en el flujo sanguineo con
motivo de la incorrecta apertura de la valvula pueden ocasionar una mayor formacion de
trombina y activacion de plaquetas (29) o una disminucion de la fibrindlisis (206).
Como vemos en la figura D.1., el factor de coagulacion XII, disminuido en pacientes
con EAD es clave para desencadenar estas cascadas (207). Este factor es un zimogeno
que se activa mediante protedlisis, habiéndose relacionado su disminucién como un
factor de riesgo de infarto de miocardio y enfermedad coronaria (208, 209). Su
activacion inicia la via intrinseca de coagulacion, en la que participan el fibrinégeno, la
antitrombina_III y la vitronectina. El fibrindgeno es una glicoproteina soluble que es
procesada por la serin proteasa trombina para formar filamentos insolubles de fibrina,
componente principal de los codgulos/trombos. La trombina estd regulada
negativamente por la antitrombina III, que inhibe la formacion de coagulos. De forma

inversa, la vitronectina se une a la heparina y protege a la trombina de la inactivacion
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mediada por la antitrombina, por lo que su aumento en los pacientes de EAD indicaria
un estado pro-trombodtico (210). Tanto la disminucion de los niveles de factor XII y
antitrombina III como el aumento de vitronectina y fibrindgeno en el grupo con EAD

sugieren que estos pacientes son mas propensos a sufrir un evento trombotico.

FXII ﬂreélisis Vitronectina
FXIIa \

Trombina

Antitrombina ITT

FIBRINOGENO COAGULO DE FIBRINA

A4

Figura D.1. Esquema de las proteinas alteradas implicadas en coagulacién. Se muestran en rojo y en
verde las proteinas aumentadas y disminuidas en EAD, respectivamente. Abreviatura: FXII=Factor de

coagulacion XII. — Activacion; - - —Inhibicion.

Es importante no ver la coagulacion y la inflamacion como fendémenos aislados ya que
muchas proteinas estan implicadas en ambos procesos (211, 212). Dentro de las
proteinas relacionadas con el complemento, hemos encontrado en pacientes con EAD
niveles disminuidos del complemento C4 y aumentados de la proteina 1 relacionada
con el factor H del complemento. Por un lado, niveles bajos del complemento C4
estan relacionados con la activacion de la via clasica del complemento debido a que éste
se procesa mediante protedlisis (213). Por otro lado, la proteina 1 relacionada con el
factor H del complemento estd asociada con la via alternativa del complemento,
favoreciendo la activacion de C3 y la amplificacion de C3b mediante la inhibicion del
factor H del complemento (214). Estos resultados indican una activacion de la respuesta
inmune ¢ inflamatoria a través de la cascada del complemento, tanto a nivel de la via

clasica como de la alternativa.

Como hemos visto en la introduccion, uno de los factores de riesgo para el desarrollo de
la EAD es la hipercolesterolemia. Un correcto transporte y metabolismo de los lipidos
es imprescindible para evitar su acumulacion en los tejidos periféricos y en este proceso
las apolipoproteinas juegan un papel fundamental. Concretamente, la apolipoproteina
C-1II esta relacionada con el metabolismo de lipidos de procedencia exdgena, es decir,
ingeridos en la dieta. Esta proteina forma parte de las lipoproteinas de muy baja

densidad (VLDL, Very low density proteins) y puede activar a la lipoproteina lipasa, la
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enzima que hidroliza los triglicéridos a 4cidos grasos. Sin embargo, también se ha visto
que un aumento de apolipoproteina C-II en plasma inhibe a la lipoproteina lipasa,
favoreciendo la hipertrigliceridemia (215-217). Su aumento también se ha relacionado
con una alteracion de la ruta de transporte reverso del colesterol (218), necesaria para
evitar la acumulacion de colesterol en tejidos periféricos mediante su captacion y
transporte al higado y tejidos esteroidogénicos. Actualmente, niveles elevados de
ApoCII se considera un factor de riesgo cardiovascular. También implicada en el
transporte de lipidos, concretamente asociada a lipoproteinas de alta densidad (HDL,
High density lipoproteins), encontramos la clusterina o apolipoproteina J (219). Esta
glicoproteina, ademas de participar en el transporte de lipidos durante la diferenciacion
celular y la apoptosis (220), induce la salida de colesterol de las células espumosas
(221). En nuestro caso, la clusterina podria estar disminuida en pacientes con EAD, lo
que ademads concuerda con estudios previos del grupo realizados en secretoma (150).
Hay que tener en cuenta que en la misma mancha proteica se ha identificado también la
proteina ITTH4, por lo que no podemos estar seguros de que proteina es la causante de
la alteracion. Sin embargo, teniendo en cuenta que se han encontrado niveles
aumentados de otra isoforma de la ITIH4 y que la clusterina ha sido descrita

previamente en la EAD, hemos considerado interesante incluirla en la discusion.

La aparicion de la disfuncion y la activacion endoteliales es clave para el inicio de la
EAD y da lugar a una alteracion de las funciones normales del endotelio vascular, que
son la regulacion de la coagulacion, inflamacion y el tono vasomotor (222). Esto
conlleva la produccion de moléculas de adhesion y citoquinas pro-inflamatorias como el
activador tisular del plasmindgeno, el inhibidor del activador del plasmindgeno-1, la
interleuquina-6 (IL6) o la proteina C reactiva (223). La IL6 regula la sintesis de
proteinas de fase aguda positivas como la haptoglobina (224) y la ITIH4 (225) (226),
que se han encontrado aumentadas en pacientes con EAD en este estudio. Estas
proteinas se han relacionado con diferentes enfermedades cardiovasculares como la
aterosclerosis (227). Sin embargo, la inflamacién es un mecanismo inespecifico y esta
relacionada con enfermedades muy diferentes como las hepéticas (198), renales (228) o
tumorales (197), por lo que el potencial valor diagnostico de estas proteinas podria ser

menor que el de proteinas de procesos especificos de la EAD.

135



2.1.2. ESTUDIO METABOLOMICO DE PLASMA HUMANO

Para el analisis metabolomico mediante GC-MS no fue necesario realizar la deplecion
de las proteinas mayoritarias ya que todo el componente proteico del plasma es

eliminado antes del analisis.

Los resultados del estudio comparativo mostraron 19 metabolitos con diferencias
estadisticamente significativas, todos ellos aumentados en el grupo de pacientes con
EAD: acido malico, acido succinico, acido citrico, acido tartrénico, alanina, acido
aspartico, leucina, isoleucina, glicina, serina, treonina, 5-hidroxitriptofano (5-HTP),
acido aminomalonico, 5-oxoprolina, monolinoleina, glucitol, acido gluconico, 6-
octadecanoato-a-D-glucopiranosido y dacido tetrahidroxipentanoico-1,4-lactona. Hay
que tener en cuenta que cuando los 4cidos pierden protones se utiliza el sufijo —ato, por
lo que hablaremos de malato, citrato, succinato, etc. Los analisis multivariantes
posteriores confirmaron una buena separacion de los grupos de estudio, tanto en el ACP
como en el andlisis jerarquico, lo que confirma una buena seleccion de los grupos.
Algunos de los metabolitos significativamente aumentados en este estudio pertenecen o
estan directamente relacionados con el ciclo del acido citrico y, como iremos viendo a
continuacion, su aumento favorece la produccion de energia a nivel de la cadena
respiratoria. El ciclo del acido citrico es la via central del metabolismo, mediante la cual
se catabolizan todos los combustibles metabolicos (hidratos de carbono, lipidos y
proteinas) en los organismos y tejidos aerobios (figura D.2). En este proceso, el piruvato
obtenido a partir de la glucosa mediante un proceso de glucdlisis anaerobia se oxida,
generandose equivalentes reductores (NADH y FADH;) que posteriormente entran en la
cadena respiratoria, donde son generadas grandes cantidades de ATP en el proceso de

fosforilacion oxidativa (figura D.2).

En condiciones normales, en cada ciclo del 4cido citrico se generan, ademas de una
molécula de ATP, 3 de NADH y una de FADH; (figura D.3) que, tras la fosforilacion
oxidativa, daran lugar a 9 moléculas de ATP (2 por cada NADH y 3 por cada FADH,).
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Figura D.2. Esquema del metabolismo energético en las células animales.

Sin embargo, este proceso es aerobio y requiere oxigeno como oxidante final de los

equivalentes reductores. Por eso, el déficit de oxigeno causa la inhibicion total o parcial

del ciclo.
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Figura D.3. Esquema del ciclo del acido citrico en condiciones normales. DH=Deshidrogenasa.
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En las valvulopatias, el aporte de sangre a los tejidos periféricos se encuentra
disminuido, lo que implicaria que la cadena de transporte electronico se ralentice y el
aporte de energia pueda resultar insuficiente. En estos casos, se produce una
modificacion del ciclo del acido citrico habitual, disminuyendo los equivalentes
reductores generados para producir mas ATP a nivel de la enzima succinato tioquinasa,
por lo que la oxidacion del piruvato pasa a un segundo plano, tomando mas importancia

el metabolismo del a-cetoglutarato (figura D.4).
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Figura D.4. Esquema del ciclo del acido citrico en el que se destacan las modificaciones sufridas
debido a la hipoxia. Para el mantenimiento de la produccion del ATP en condiciones de hipoxia debe
favorecerse la sintesis de succinato a partir de a-cetoglutarato (1). Para ello, se aumenta la sintesis de
malato mediante la malato DH (2), generando el NAD+ necesario para el metabolismo del a-
cetoglutarato. La sintesis de a-cetoglutarato se produce por transaminacion del oxalacetato y del piruvato,
liberandose aspartato y alanina (3). También se produce un aumento en la sintesis de isocitrato a partir de
a-cetoglutarato debido a la activacion de la isocitrato DH2 (4). Se muestran en rojo los metabolitos

aumentados en EAD.
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Para que se produzca la formacion de ATP a nivel de la succinato tioquinasa, la
disponibilidad de succinil-CoA ha de ser suficiente. Para ello, la a-cetoglutarato
deshidrogenasa necesita a-cetoglutarato como sustrato de la reaccion. La sintesis de a-
cetoglutarato ocurre mediante las reacciones de transaminacion, en las que el piruvato y
el oxalacetato se combinan con el glutamato para producir a-cetoglutarato, liberando
alanina y aspartato, respectivamente (figura D.5). Mediante estas reacciones se
produce un aumento de alanina y aspartato, aminoacidos que hemos encontrado

aumentados en EAD en nuestro estudio.

Piruvato
Glutamato
NADH Alanina
? NAD+ R
‘ Succinato Succinil-CoA o-cetoglutarato N
Succinato a-cetoglutarato Aspartato
floqunasa DH —
Glutamato
Oxalacetato

Figura D.5. Reacciones de transaminacion en las que se genera a-cetoglutarato con la liberacion de

alanina y aspartato.

También es imprescindible para la reaccion la existencia de NAD", que se genera
gracias a la accion de la enzima malato deshidrogenasa (figura D.4). Esta enzima
sintetiza malato a partir del oxalacetato mediante la oxidacion de NADH, generando el
NAD" necesario para el funcionamiento de la a-cetoglutarato deshidrogenasa de forma
anaerobica. Esta reaccion produce un aumento en los niveles de malato que actua a
nivel de la succinato deshidrogenasa, inhibiendo el paso de succinato a fumarato (229)
y provocando la acumulacion de este metabolito, como hemos observado en los
pacientes con EAD. A su vez, en este estudio hemos encontrado niveles elevados de
tartronato, andlogo del malato, que inhibe a la enzima malica impidiendo que el malato
generado sea convertido a piruvato (230, 231). Acorde a nuestros resultados, estudios

previos han relacionado con la isquemia el aumento de los niveles de malato, una mayor

139



conversion de a-cetoglutarato a succinato y la salida de éste desde el 6rgano isquémico

(232-235).

El o-cetoglutarato no se metaboliza uUnicamente mediante la a-cetoglutarato
deshidrogenasa. En condiciones de hipoxia continuada se produce la estabilizacion del
factor inducido por hipoxia-1 (HIF-1) (236, 237) que activa a su vez a la enzima
isocitrato deshidrogensa 2, promoviéndose la carboxilacion del a-cetoglutarato hasta el
citrato, también encontrado elevado en pacientes con EAD en nuestro estudio (figura
D.4) (238). Nuestros resultados sugieren que existe una relacion entre los intermediarios
del ciclo del acido citrico y la proteccion frente a hipoxia, lo que concuerda con lo

descrito previamente (239).

Como hemos visto, la entrada de piruvato en el ciclo del acido citrico se encuentra
disminuida en condiciones de hipoxia. En parte, esto se debe a la accion del HIF-1, que
actua sobre la lactato deshidrogenasa A y la piruvato deshidrogenasa 1, disminuyendo
la conversion de piruvato a acetil CoA y favoreciendo el paso de piruvato a lactato

(figura D.6) (240, 241).

Leucina
Isoleucina

NAD™ NADH

Piruvato > Acetil-CoA

Lactate DH l Piruvate DH

Lactato €

CICLODEL |
ACIDO CITRICO J

Figura D.6. Esquema del efecto del factor inducido por hipoxia-1 (HIF-1) en el metabolismo del

piruvato. DH=deshidrogenasa.

En el analisis metabolémico diferencial hemos encontrado niveles elevados de leucina e
isoleucina en los pacientes con EAD. En relacion a la hipoxia, también se ha visto que

niveles elevados de aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina)
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aumentan la expresion de HIF-1, seguramente debido a que activan las vias mTOR
(242, 243). HIF-1 es uno de los mayores activadores transcripcionales del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), una
proteina senalizadora implicada en la angiogénesis (244). Ademas, tanto HIF-1 como
mTOR, estan relacionados con la osteogénesis a partir de células mesenquimales
mediante un aumento de la proteina morfogénica 6sea 2 (BMP-2, Bone Morphogenetic
Protein 2). Diversos estudios previos han demostrado la importancia de las proteinas
VEGF (28, 245) y BMP-2 (246) (247) en el desarrollo de la EAD, lo que podria estar
relacionado con los altos niveles de leucina e isoleucina encontrados en este estudio. La
isoleucina es, a su vez, un inhibidor de la enzima treonina desaminasa(248, 249),
responsable del catabolismo de la treonina (250). Esto explicaria los niveles elevados
de treonina que hemos encontrado en los pacientes de EAD ya que, como la treonina es
un aminoacido esencial, su acumulacion ha de deberse a una disminucién de su
catabolismo o, en todo caso, de su ingesta, la cual no deberia ser diferente entre los dos

grupos de estudio.

Hemos encontrado alteraciones metabolicas en el plasma que podrian reflejar la
degradacion de la matriz extracelular que esta ocurriendo a nivel tisular. En los
pacientes con EAD, hemos encontrado niveles aumentados de glicina, el aminoacido
mayoritario del colageno. Un aumento en los niveles de este aminoacido puede deberse
al proceso de degradacion que sufre el colageno de la VA. Un mecanismo similar se ha
descrito en la osteoartritis, una enfermedad inflamatoria con una importante
degradacion del tejido cartilaginoso (251). También se ha visto que la glicina mejora la
microcirculacion (252), inhibe la inflamacion (253, 254) y disminuye la agregacion
plaquetaria bloqueando el flujo de calcio a su interior (255), por lo que su aumento, a
costa de la degradacion de colageno, podria ser un mecanismo para ralentizar el
desarrollo de la patologia. La glicina puede ser convertida en serina, también
aumentada en pacientes con EAD, a través de una reaccion reversible, por lo que los

niveles entre ellas estan estrechamente relacionados.

Al igual que en el estudio protedmico, los resultados de este estudio muestran
alteraciones en los procesos de coagulacion. Entre ellas, destaca la del 5-
hidroxitriptéfano, un derivado del triptéfano y precursor de la serotonina que ha sido

previamente relacionado con el infarto de miocardio (165). La serotonina estd implicada
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en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como EAC (256) e infarto de
miocardio (257). Esta se almacena principalmente en los a-granulos de las plaquetas
(258) hasta que se produce la activacion plaquetaria, generdndose un estado pro-
trombotico (259, 260). Sin embargo, el papel de la serotonina en la activacion y
agregacion de plaquetas ha sido poco estudiado hasta el momento por lo que se conoce
su efecto pero no el mecanismo por el que se produce (258). A nivel de la VA, se han
encontrado receptores de serotonina en las células intersticiales que, como respuesta a
ese estimulo, inducen la produccion de glucosaminoglicanos (261) y aumentan la
division celular (262). Por ello, pensamos que los elevados niveles de 5-
hidroxitriptéfano encontrados supondran un aumento de serotonina, que podria estar

actuando sobre las VICs, contribuyendo a la fibrosis y el engrosamiento del tejido.

Como ya hemos comentado, el estrés oxidativo juega un papel importante en el
desarrollo de la EAD. EIl glutation es el principal antioxidante endogeno y es
imprescindible en el mantenimiento de una respuesta inmune adecuada. En
aterosclerosis, se ha demostrado que el glutation disminuye la oxidacion de las LDL
(263) y, ademas, protege a los macrofagos (264), relacionandose el aumento de
glutatiéon con una reduccion de la extension y la gravedad de la enfermedad. La 5-
oxoprolina es un intermediario que solo se sintetiza y acumula cuando disminuye la
sintesis de glutation, por lo que su elevacion en nuestro estudio se relaciona con bajos

niveles de glutation y éstos con un mayor desarrollo de EAD.

Aldosa reductasa — Sorbitol DH
— . —
Glucosa / \ > Glucitol / \ > Fructosa
NADPH NADP~* NAD~ NADH

\ / NADH DH
GSSG > zGSHJ'

Especies reactivas de oxigeno T

Figura D.7. Esquema de la relaciéon entre la aldosa reductasa y el glutation. La enzima consume el

NADPH necesario para convertir el glutation oxidado (GSSG) en glutation reducido (GSH).

Otro indicio de que el glutation puede estar implicado en la EAD son los altos niveles
encontrados de glucitol, también llamado sorbitol. La reduccion de la glucosa mediante

la enzima aldosa reductasa para producir glucitol consume NADPH, disminuyendo los
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niveles de glutation reducido y contribuyendo al estrés oxidativo (figura D.7) (265,
266). La presencia de la aldosa reductasa en plaquetas ha sido demostrada, y ésta
favorece su agregacion (267), asi como la inflamacion (268) y el desarrollo de

aterosclerosis (269) (270).

Por otro lado, hemos encontrado alterado el gluconato, también derivado de la glucosa.
Este compuesto es producto de la oxidacion de la glucosa a través de un intermediario
denominado d-glucono-d-lactona, con el que se encuentra en equilibrio (271). Estos
derivados de la glucosa tienen muchas aplicaciones en la industria alimentaria y
farmaceutica. Sin embargo, su actividad biolégica no se conoce bien aunque se cree que
actilan como antioxidantes, protegiendo a proteinas y lipidos plasmaticos (272).
Ademas, recientemente, se ha publicado un estudio que destaca el uso del acido
gluconico, en combinacion con acido lactico, para desmineralizar muestras calcificadas
embebidas en formalina, concretamente valvulas cardiacas y arterias coronarias (273).
Este resultado podria tener una importante relevancia en el desarrollo de la EAD, ya que
su aumento en estos pacientes podria ser un mecanismo de defensa ante la calcificacion,

aunque son necesarios mas estudios para confirmarlo.

En consonancia con los estudios anteriores, hemos encontrado alteraciones a nivel del
metabolismo lipidico, como sugiere el aumento de monolinoleina. Aunque no hay
muchos estudios sobre este monoacilglicerol, se ha visto que su presencia retrasa la
captacion hepatica de los quilomicrones remanentes (274). Esto se asocia a un aumento
de colesterol circulante en la sangre y, a su vez, a procesos aterogénicos (275, 276). Este
metabolito podria estar relacionado con el aumento lipidico observado en las valvulas

estenoticas.

También relacionado con la aterosclerosis hemos hallado cambios en los niveles de
aminomalonato, metabolito que, a pesar de haberse localizado muy pronto en la placa
aterosclerotica (277), se ha estudiado muy poco. Se sabe que su captacion por la placa
es alta, posiblemente a través de los monocitos circulantes (278) y se cree que el
aumento de este aminoacido en la composicion de las proteinas esta relacionado con la
inhibicion de las metaloproteinasas (279). Debido a las similitudes en el papel de los
monocitos entre aterosclerosis y EAD, podria estar relacionado con los mismos
procesos, sin embargo, son necesarios mas estudios acerca de este metabolito para

esclarecer su funcion.
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2.1.3. INDICIOS A NIVEL PLASMATICO DE LA CALCIFICACION DE LA
VALVULA AORTICA

Como ya hemos venido comentando a lo largo de esta tesis, el estado del plasma es un
reflejo de todos los procesos fisiopatologicos que estan teniendo lugar en el organismo.
En este caso, los resultados de los andlisis protedmicos y metabolomicos realizados a
nivel de plasma han mostrado indicios de las alteraciones que se estan dando a nivel

valvular.

Destacan las alteraciones encontradas en los mecanismos de coagulacion y activacion
plaquetaria, con varias proteinas y metabolitos implicados, asi como las adaptaciones
que se producen a nivel energético. Ademas, las alteraciones encontradas a nivel de
metabolismo lipidico indican una alteracion a nivel de la captacion hepatica de
colesterol, lo que produciria una mayor acumulacion de lipidos en los tejidos
periféricos. Estos resultados muestran ademas que el estrés oxidativo y los mecanismos

de inmunidad e inflamacion juegan un papel fundamental en el desarrollo de la EAD.

2.2. ESTUDIO PROTEOMICO A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDO
HUMANO

El objetivo de estos estudios, utilizando tejido valvular aortico, fue el de detectar las
alteraciones que se producen a nivel local. A diferencia del plasma, el tejido no es una
muestra accesible. Sin embargo, nos permite profundizar en los mecanismos
moleculares que estan ocurriendo en el propio tejido dafiado, es decir, aquellos que

estan directamente implicados en el desarrollo de la EAD.

2.2.1. ANALISIS DE LA VALVULA ESTENOTICA MEDIANTE HISTOLOGIA
MOLECULAR

El andlisis mediante MALDI-IMAGING nos permiti6 estudiar la distribucion
superficial de los péptidos enddgenos del tejido, utilizando la potencia analitica de la

MS.

Se analizaron 3 secciones de una misma valvula con creciente grado de afectacion, con
el objetivo de localizar diferencias a nivel molecular en los distintos niveles de la lesion.

Ademads, se realizaron tinciones histoldgicas de fibras elasticas y lipidos, asi como

144



inmunohistoquimicas para la deteccion de macréfagos y miofibroblastos. Al ir
avanzando en el estudio de la lesion, observamos una mayor degradacion del tejido
debido a la extension de la region calcificada, lo que afectod a la integridad del tejido
(Figura D.8). Por ello, la resolucion de las imagenes moleculares y la calidad de las
histologias de la tercera seccion, que es la mas afectada, es menor que en las dos

primeras, en las que se pudo alcanzar una resolucion espacial muy buena (75 pm).

Figura D.8. Tincién de fibras elasticas. Se muestran las tinciones de las 3 secciones de estudio, donde

se aprecia la degradacion tisular.

En base a las regiones observadas mediante técnicas histologicas, se realizd una
inspeccion manual de los picos del espectro para corrobar la existencia de una
correspondencia entre las imagenes obtenidas por histologia y las moleculares (figura
D.9). La zona de la calcificacion presentaba mayor sefial y se correspondia con una
masa 5059 Da, mientras que la masa 4300 parecia situarse en zonas ricas en colageno y
la 13984 en regiones ricas en fibras elasticas. Por otro lado, encontramos una region
perfectamente definida y rica en fragmentos con una masa de 14659 Da que no se
correspondia directamente con ninguna de las regiones observadas en la histologia. Este
hecho implica que existen regiones que presentan un patron de picos m/z caracteristico

que no somos capaces de observar mediante técnicas histologicas de rutina.
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Figura D.9. Imagen donde se muestran las masas seleccionadas y su correspondencia con las

regiones observadas en la tincion de fibras elasticas. En la tincion de fibras elasticas, las zonas rosas
corresponden a colageno y las negras a elastina. Se sefialan la calcificacion (estrella) y una zona rica en
colageno (flecha). Se indican el lado ventricular (LV) y el aortico (LA). La parte superior corresponde a

la insercion con la aorta.

Tras la realizacion de los analisis multivariantes no supervisados, encontramos que,
seglin avanza la calcificacion, existen menos diferencias interzonales y, ademas, peor
definidas, lo cual es logico puesto que el tejido estd mas dafiado. En la primera
preparacion (figura D.10A) se observa que la zonas coincidentes con la capa ventricular
y el subendotelio presentan un patrén molecular similar (regidon de color rosa),
totalmente diferente de la region central de la valva, donde no se diferencian las
estructuras correspondientes a las capas fibrosa y esponjosa. Ademas, la zona calficada
se separa perfectamente del resto y presenta dos regiones adyacentes claramente
definidas (color azul oscuro y verde oscuro) que pueden estar relacionados con el
avance de la lesidn, ya que en cortes posteriores aparecen en forma de noddulos de
calcio. En la segunda preparacion (figura D.10B), se mantiene la diferenciacion de la
zona calcificada (region morada) del resto del tejido mientras la estructura en capas
observada en la primera preparacion parece haberse perdido. En la tercera region (figura
D.10C) se observan estructuras dispersas a nivel molecular. Estas observaciones
concuerdan con el proceso degenerativo de la EAD, ya que el tejido sufre una severa

desestructuracion seglin avanza la lesion (280).
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Figura D.10. Regiones diferenciales encontradas tras el analisis de agrupacion jerarquica. Se
muestran las secciones 1 (A), 2 (B) y 3 (C). Se indica el lado ventricular (LV) y el adrtico (LA),

correspondiendo la parte superior a la insercion en la aorta.

Por un lado, el andlisis mediante MALDI-IMS nos permitid6 confirmar Ia
desestructuracion de las capas valvulares asociada al desarrollo de la EAD. Ademas,
debido a que presenta mayor resolucion que las técnicas histologicas habituales, permite
una mejor definicion de las regiones que pueden estar implicadas en la alteracion
funcional de la valvula. Las masas que en este analisis han sido asociadas con regiones
concretas de la lesion constituyen una alternativa al andlisis anatomopatologico por
histologia tradicional y permitiran en el futuro caracterizar tejidos de VA con diferentes
grados de lesion estendtica a nivel molecular, con gran resolucion. Por otro lado, el uso
de métodos estadisticos no dirigidos, sin sesgo, permite definir nuevas regiones de
interés que no hayan sido localizadas mediante técnicas habituales y encaminar los

estudios posteriores a esas zonas.

2.2.2. ESTUDIO DE PROTEOMICA DIFERENCIAL DE TEJIDO VALVULAR

Las manchas proteicas de interés se escindieron de los geles y se analizaron mediante

MALDI-TOF/TOF. De las 32, se identificaron 20 que correspondieron a 11 proteinas
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unicas. Se encontraron aumentadas en EAD el mimecan y la dermatopontina. Estaban
disminuidas en EAD la B-2-glicoproteina 1 (o apolipoproteina H), la proteina de union
al selenio 1, la albimina, la proteina 1 de unidn entre hialurondn y proteoglicano, la a-
enolasa, la 6-fosfogluconolactonasa, la proteina sérica amiloide A-1 y la region

constante de las cadenas ligeras A y k de la inmunoglobulina.

En este estudio, hemos encontrado alteraciones en varias proteinas relacionadas con la
calcificacion y el engrosamiento de la valvula aortica, caracteristicas que no aparecen en
valvulas de pacientes con IA. Los resultados muestran que en las valvulas estendticas
aparecen niveles elevados de mimecan y dermatopontina y niveles disminuidos de la
proteina de union al selenio 1 (SBP1, Seleniun binding protein I). El mimecan
(también llamado osteoglicina) es un proteoglicano pequefio rico en leucina descrito por
primera vez en hueso bovino como inductor de matriz (281). Estudios mas recientes han
confirmado su elevacion durante la diferenciacion y mineralizacion osteoblastica (282,
283), por lo que en EAD podria estar implicado en la formaciéon de los nddulos de
calcio por parte de los osteoblastos. La dermatopontina es una proteina de matriz
extracelular que se expresa en diferentes tejidos, y que esta implicada en adhesion
celular (284) y ensamblaje de la matriz (285). A nivel cardiaco, se ha visto que aumenta
en condiciones de hipoxia, promoviendo la adhesion y migracién de los fibroblastos
(286). Como hemos comentado anteriormente, en el tejido valvular calcificado se
produce un engrosamiento que dificulta la llegada de oxigeno a todas las células del
mismo, lo que podria explicar los elevados niveles de esta proteina en valvulas
estenoticas. Por otro lado, hemos encontrado en el grupo con EAD niveles disminuidos
de la proteina de union al selenio 1 (SBP1), que participa en el trafico y transporte de
proteinas (287). A nivel de células musculares lisas vasculares se ha descrito que el
TGF-B disminuye los niveles de SBP1 (288). Ademads, en este estudio, los niveles de
SBP1 eran inversamente proporcionales a la proliferacion celular. Nuestros resultados
sugieren que en el contexto de incremento de la proliferacion celular asociado al
engrosamiento valvular en la EAD (289, 290) podria estarse produciendo la reduccion

de SBP1a consecuencia de unos elevados niveles de TGF-  (291).

Sorprendentemente, hemos encontrado disminuidas en EAD proteinas relacionadas con
el remodelado de la matriz extracelular: la proteina 1 de unién entre hialuronan y

proteoglicano (HAPLN1) y la a-enolasa. Sin embargo, en ambos casos, se ha descrito
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una relacion inversa entre los niveles de proteina y de metaloproteinasas (MMPs). La
proteina HAPLNI, también llamada proteina de unién a cartilago, interacciona con el
acido hialurénico y proteoglicanos, como el agrecano o el versican, dando estabilidad a
la matriz extracelular (292). Estudios previos con condrocitos han demostrado que el
TNF-o disminuye la expresion de HAPLNI mientras que aumenta la de
metaloproteinasas como MMP9 (293), por lo que la disminucion de HAPLNI1 en
pacientes con EAD podria estar relacionada con el remodelado de la matriz extracelular
descrito en la enfermedad (294) y apuntaria a una desestabilizacion de ésta, en linea con
la pérdida de la estructura de capas tipica de la VA observada en los experimentos de
histologia molecular por MALDI-IMS. La o-enolasa es una proteina multifuncional
relacionada con el metabolismo glucolitico que se encuentra aumentada en condiciones
de hipoxia (295, 296). Sin embargo, gracias a un codon de parada alternativo, el ARNm
de la a-enolasa puede traducirse en una isoforma mas pequenia de 37 kDa denominada
proteina de union al promotor de c-myc (MBP-1, c-myc promoter-binding protein 1)
(297) que coincide en MM con las manchas proteicas encontradas en el analisis
protedémico. Ademas, todos los péptidos encontrados en la identificacion mediante MS
se corresponden con esa isoforma. Al contrario que la a-enolasa, la MBP-1 tiene un
papel antitumoral y se encuentra inhibida en condiciones de hipoxia (298). Ademas, es
inhibida por la expresion de colageno y MMP2 (299). Esto sugiere que la disminucion
encontrada en el grupo de individuos con EAD podria deberse a la isoforma MBP-1 de
la a-enolasa, cuya disminucion seria favorecida por el aumento de colageno y MMP2
caracteristico de la EAD (300, 301), por lo que su alteracion también estaria implicada

en el remodelado de la matriz.

Nuestros resultados sugieren que los individuos con EAD podrian presentar una menor
proteccion frente a la oxidacion que los individuos con IA. Como se ha comentado
previamente, el glutation es el principal antioxidante endogeno, protegiendo a las
células del estrés oxidativo, y, ademas, ejerce un papel protector contra el desarrollo de
aterosclerosis (263, 264). Para el mantenimiento de este sistema, es necesario que parte
de la glucosa se desvie a la ruta de las pentosas fosfato y asi generar el NADPH
necesario para convertir el glutation oxidado en glutation reducido (Figura D.11) (302).
Por lo tanto, la disminucion de la 6-fosfogluconolactonasa, una enzima de la ruta de las
pentosas fosfato, encontrada en los pacientes con EAD, supondria una menor proteccion

frente al estrés oxidativo en la VA, en relacion a los pacientes con [A, ya que supondria
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la acumulacion de 6-fosfogluconolactona y la inhibicion de la reaccion catalizada por la
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, fundamental para la oxidacion del glutation(303). Por
su parte, la B-2-glicoproteina 1, también llamada apolipoproteina H (ApoH), previene
la activacion de la cascada intrinseca de coagulacion uniéndose a los fosfolipidos de la
superficie de células dafiadas (304). Ademas, utilizando cultivos de macréofagos, se ha
visto que inhibe la oxidacion de las LDL y la acumulacion de lipidos, promoviendo la
salida de colesterol de los macréfagos (305). La menor abundancia de esta proteina en
individuos con EAD frente a IA también indicaria una menor actividad anti-oxidante en

el tejido valvular estendtico, asi como un mayor entorno pro-coagulante.

GSSG

NADP~* NADPH

\_j\ . ., Sintesis de nucleotidos y
ooF G6DH oPaL 6-PGLasa 6PG otras biomoléculas

Figura D.11. Esquema que muestra la relacion entre el mantenimiento del glutation reducido y la 6-
fosfogluconolactonasa, mostrando en verde la enzima significativamente disminuida en el grupo control.
G6P=glucosa 6-fosfato; G6DH=glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; 6PGL=6-fosfogluconolactona;
6PGLasa=6-fosfogluconolactonasa; 6PG=6-fosfogluconato; GSH=glutation reducido; GSSG=glutation
oxidado.

También hemos encontrado indicios de que la respuesta inmune juega un papel muy
importante en la EAD. Se han encontrado alteradas diferentes isoformas de las cadenas
ligeras A y k de las inmunoglobulinas. Existen 5 isotipos de inmuglobulinas con
diferentes propiedades bioldgicas, localizaciones funcionales y capacidad para
reconocer diferentes tipos de antigenos. Sin embargo, son las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas y no las ligeras las que definen estos isotipos por lo que, en este caso,
no podemos asociar los cambios a un tipo concreto ni conocer su funcion especifica
(306). No obstante, se ha visto que el tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas en
pacientes con insuficiencia cardiaca cronica tiene efectos anti-inflamatorios (307),
ademas de modular la produccion de citoquinas e inactivar el complemento (308), por lo
que la disminucion de estas cadenas en la VA con EAD puede estar teniendo un efecto
promotor de la inflamacion. Sin embargo, hemos encontrado una disminucién en

proteinas de fase aguda, tanto de regulacion positiva (proteina sérica amiloide A-1)
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como negativa (albimina), lo que implica una reaccion inflamatoria (197). Estos
marcadores, sin embargo, no son especificos y se encuentran alterados en numerosas

patologias (197, 198)

En general, estos resultados sugieren que la VA de los pacientes con IA podria estar
mas protegida frente a los dafios generados por el estrés oxidativo. Ademas, una
incorrecta regulacion entre la respuesta inmune y la inflamacion en las valvulas con
EAD podria modular los niveles de diferentes citoquinas inflamatorias, promoviendo el
engrosamiento, calcificacion y remodelado de la matriz en las valvulas sometidas a

diferentes tipos de estrés.

2.2.3. ESTUDIO PROTEOMICO DIFERENCIAL UTILIZANDO TEJIDO
VALVULAR PROCEDENTE DE INDIVIDUOS CON/SIN
ATEROSCLEROSIS CORONARIA

Muchos de los resultados obtenidos en los experimentos previos ponen de manifiesto
similitudes a nivel molecular entre los procesos de estenosis aodrtica y aterosclerosis,
destacando la infiltracidon de monocitos, la diferenciacion de VSMCs/VICs a células
osteogénicas, el remodelado de matriz extracelular o la implicacion del estrés oxidativo.
Ademas, el analisis de agrupacion jerarquica del estudio de protedmica diferencial de
tejido en individuos con IA frente a individuos con EA nos mostré un individuo con IA
que no se agrupaba correctamente con los otros 3 pacientes, quedando aislado del resto
(Figura. R.16. Los resultados detallados de este experimento se encuentran en el
apartado “2.4. Estudio protedomica diferencial utilizando tejido valvular procedente de

individuos con aterosclerosis coronaria® ).

Tras la revision de la historia clinica de este paciente, resulto ser el unico individuo con
EAC, pero sin calcificacion de la valvula adrtica, que empleamos en el estudio. Para
comprobar si este resultado era significativo, planteamos un nuevo experimento
partiendo de la hipdtesis de que la afectacion coronaria podria estar modificando el
perfil molecular de la VA, actuando de forma sinérgica con la EAD, dado que
comparten los mismos mecanismos implicados en el desarrollo de ambas patologias.
Por ello, este estudio de expresion diferencial de tejido valvular mediante 2D-DIGE
constd de 6 grupos experimentales (T, IA y EAD, con y sin EAC) y de varios analisis
independientes (tabla D.1).
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GRUPOS Manchas diferenciales Manchas identificadas Proteinasidentificadas

T con y sin EAC 9 7 7
IA cony sin EAC 13 10 8
EAD con y sin EAC 31 26 15
TvsIA sin EAC 72 51 25

TvsEAD sin EAC 99 77 27
IAvsEAD sin EAC 6 3 3
TvslA con EAC 16 13 5
TvsEAD con EAC 6 5 5
TAvsEAD con EAC 3 2 2

Tabla D.1. Resumen de los resultados obtenidos en el estudio de proteémica diferencial de tejido

valvular procedente de individuos con y sin EAC.

Para ver si habia diferencias a nivel de tejido valvular debidas a la enfermedad
coronaria, se compararon las muestras de los diferentes tipos de valvulas agrupadas por
presencia/ausencia de EAC. Encontramos 7 proteinas diferencialmente expresadas entre
los trasplantes con y sin EAC, 8 proteinas entre las IA con y sin EAC y 15 proteinas en
el caso de las EAD. En todos los casos predominan las diferencias en proteinas
estructurales destacando las de matriz extracelular y citoesqueleto. Varias de estas
proteinas se han descrito previamente en ateroesclerosis, como es el caso de la
vitronectina (309), la gelsolina (310) o la tropomiosina (311). Desde nuestro punto de
vista, resulta ain mas llamativa la existencia de 15 proteinas diferenciales en el caso de
las valvulas estendticas. En este caso, el nimero de proteinas estructurales alteradas es
aln mayor, a pesar de que se trata de un tejido que sufre una desestructuracion de la
matriz y calcificacion severas, independiente de la presencia o no de EAC. También en
este caso encontramos proteinas que juegan un papel importante en aterosclerosis,
destacando la vitronectina (309), que ya se ve alterada en las comparaciones con VAs
sin afectacién, y el lumican (312). También hemos encontrado alteraciones en la
regulacion de la apoptosis que han sido previamente relacionadas con la aterosclerosis,
como la disminucién de vimentina (310), gelsolina (310, 313) o prelamina-A/C (313).
La existencia de estos perfiles diferentes entre valvulas de individuos con y sin EAC
nos indica que los mecanismos ateroscleroticos que se desarrollan en las arterias podrian
estar afectando de algin modo,

a nivel molecular, a la valvula adrtica,
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independientemente de su estado patologico. El hecho de que aparezcan alteraciones
asociadas a la aterosclerosis en VA con EAD en pacientes con EAC subyacente, que no
se observan en cambio en los individuos sin EAC, podria indicar que los mecanismos
moleculares promovidos por la aterosclerosis a nivel arterial estarian siendo activados a
nivel distal sobre la VA, presumiblemente a través de citoquinas y leucocitos
transportados por el torrente circulatorio. De hecho, algunas de estas alteraciones
proteicas son observadas a nivel de VAs sin afectacion (T e IA), como es el caso de la

vitronectina, haptoglobina, vimentina, gelsolina y lumican.

Una vez que comprobamos la existencia de diferencias entre valvulas con y sin EAC,
realizamos el ANOVA de los tres tipos de muestras sin EAC. Se identificaron un total
de 27 proteinas diferenciales entre T y EAD, 25 entre T e [A y 3 entre EAD e IA. En
este analisis destaca que, a pesar de las diferencias evidentes entre las valvulas de
pacientes con IA y las de pacientes con EAD a nivel macroscopico, ambas presentan
diferencias muy similares con los trasplantes, ya que hemos encontrado 16 proteinas en
comun diferencialmente expresadas entre los T y los dos grupos patoldgicos, todas ellas
siguiendo la misma tendencia en IA y EAD. Estos resultados sugieren una respuesta
similar del tejido ante las alteraciones circulatorias producidas, como por ejemplo, la
existencia de turbulencias en el flujo sanguineo, que provocarian un elevado estrés por
cizallamiento sobre la VA, debido a la regurgitacion de la IA o el bloqueo provocado
por la EAD. Esas proteinas responden en su mayoria a mecanismos de inflamacion,
coagulacion y transporte, que podrian activarse por esas alteraciones. Esto corrobora la
hipdtesis inicial de este trabajo en la que se propuso la utilizacién de los pacientes TA
como controles para el analisis de las alteraciones debidas exclusivamente a la
calcificacion degenerativa de la valvula. Hay que destacar el gran nlimero de isoformas
correspondientes a la albumina aumentadas en pacientes (tanto con IA como con EA)
que se han encontrado. Estudios previos han descrito niveles aumentados de esta
proteina en tejido valvular estenotico (147) debido, posiblemente, a la formacion de
nuevos vasos sanguineos en respuesta a la necesidad de un mayor aporte de oxigeno a
la valvula (28, 314). Ademas, se ha sugerido que existe una relacion entre el dano
endotelial y la angiogénesis (315), lo que podria explicar el aumento de albumina
encontrado en los pacientes con IA. Sin embargo, se trata de una proteina
multifuncional y con numerosas isoformas que también esta implicada en el transporte

de numerosas moléculas en sangre (316), en procesos oxidativos (317) y en inflamacion
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(197), por lo que los cambios observados pueden deberse a multiples funciones. Por
otro lado, en el modelo animal se observd una mancha proteica identificada como
albumina que aparecia disminuida en los animales con EAD. Al tratarse de una
isoforma concreta y dado el cuantioso nimero de isoformas de albumina existentes que
se pueden resolver por 2-DE, parece que es mas factible asociar un aumento de proteina
total con la EAD, como se ha observado en el estudio humano y en estudios previos de

nuestro grupo (147).

Considerando solamente las proteinas diferenciales entre trasplantes y pacientes de
EAD, encontramos un aumento de proteinas de matriz extracelular y de proteinas
implicadas en transporte de lipidos y coagulacién, en concordancia con los resultados
del resto de estudios de esta Tesis Doctoral. Por un lado, se observd el aumento de
proteinas relacionadas con la fibrosis y el remodelado de la matriz: la a-1-antitripsina
y el lumican han sido descritas por nuestro grupo previamente en la EAD (147),
mientras que la plastin-2 juega un papel importante en la degradacion de la matriz
(318). Por otro lado, hemos encontrado alteraciones a nivel del transporte lipidico, como
el aumento de la apolipoproteina A-IV (319) y proteinas relacionadas con la
coagulacion como la vitronectina, que favorece un estado pro-trombdtico (210) (ver

apartado 2.1.1. de esta discusion).

Entre las diferencias encontradas al comparar T e 1A, queremos destacar la disminucion
encontrada en los pacientes con IA en los niveles de la B-2-glicoproteina y la regiéon C
de la cadena ligera k de la Ig. Estas proteinas se encontraron disminuidas en EAD en
el estudio previo de protedmica diferencial, al comparar pacientes con IA y EAD (ver
apartado 2.2.2. de esta discusion). Estas proteinas ejercen un papel protector, mediante
acciones anti-oxidantes (305) y anti-inflamatorias (307), por lo que su disminucién
podria agravar el desarrollo de la enfermedad. Su disminucion parece que seria
progresiva con la mayor afectacion de la VA (T > IA > EAD). Ademas, hemos
encontrado niveles elevados del factor derivado del pigmento epitelial, un inhibidor
de la angiogénesis (320), y, sorprendentemente, niveles disminuidos de mimecan,
implicado en la diferenciacion y mineralizacion osteoblastica (282, 283). Estas
diferencias podrian disminuir la probabilidad de desarrollar una calcificacion bajo

situaciones de estrés por cizallamiento debido al flujo turbulento o a los factores de
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riesgo cardiovasculares, lo que explicaria que en estos pacientes la enfermedad valvular

no haya derivado hacia la EAD.

Hemos encontrado muy pocas diferencias entre las muestras de pacientes con IA y con
EAD. Sin embargo, van en la misma linea que en el estudio anterior. La cadena 8 del
fibrindgeno aparece aumentada en EAD, lo que indica un estado pro-trombdtico en
estos pacientes (ver apartado 2.1.1. de esta discusion). Por otro lado, hemos encontrado
disminuidas en EAD la proteina de choque térmico HSP27, previamente descrita en
EAD (147) y aterosclerosis (321), y de nuevo el factor derivado del pigmento

epitelial, cuya disminucion en EAD podria favorecer la formacion de nuevos vasos.

Por tltimo, realizamos un ANOVA de los tres tipos de muestras con EAC. En este caso,
las diferencias entre los grupos fueron mucho menores. Concretamente, se identificaron
5 proteinas diferenciales entre T y EAD, 5 entre T e IA y tan solo 2 entre IA y EAD.
Esto parece indicar que la EAC subyacente activa mecanismos moleculares similares
sobre las VAs, independientemente de su grado de afectacion, minimizando las

diferencias entre valvulas aparentemente sanas y las afectadas.

En el primer caso, vuelven a dominar las alteraciones estructurales y de coagulacion.
Estaban aumentadas en EAD la cadena f del fibrinogeno (ver apartado 2.1.1. de esta
discusion) y la hemopexina, una proteina de fase aguda (322). Por el contrario, estaban
disminuidas la a-1-antitripsina, el lumican y la vimentina, todas ellas encontradas
aumentadas en EAD en estudios previos (147). Sin embargo, se ha descrito que la a-1-
antitripsina protege a la elastina de la accion de la elastasa (323), por lo que su
disminucion en el grupo de EAD concuerda con los fendémenos de remodelado de la
matriz y de pérdida de la estructura en capas, propios de la patologia. La vimentina, sin
embargo, se ha visto disminuida en aterosclerosis (182, 310), contribuyendo a las
alteraciones del citoesqueleto y de la regulacion de la apoptosis (324). El que hayan
aparecido cambios asociados a la aterosclerosis que no han sido encontrados en los
estudios previos del grupo con EAD sin agrupamiento por EAC subyacente, parece
reforzar la hipotesis de que se estaria produciendo la activacion de ciertos mecanismos

tipicos de la aterosclerosis en la VA por mediacion de factores circulantes.

Entre los grupos T e IA se identificaron 5 proteinas. Se encontraron aumentadas en [A

la albumina y la antitrombina III. La albumina es un potente anti-oxidante (317)
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mientras que la antitrombina III inhibe la formaciéon de coagulos (210), corroborando
una vez mas la posible resistencia de los individuos con IA ante procesos clave que
ocurren durante la calcificacion valvular. Sin embargo, como ya hemos comentado, hay
que tener en cuenta que la albimina presenta numerosas funciones, por lo que es dificil
asociar una isoforma a una funcion concreta. Estaban disminuidas en IA el lumican,
relacionado con la matriz extracelular (312), y el mimecan, implicado en la
calcificacion (282, 283). También se encontraron 3 manchas proteicas correspondientes
a la vimentina, una aumentada y 2 disminuidas en IA. La aparicion de diferentes
isoformas de esta proteina sugiere una posible alteracion en la regulacion de la

apoptosis en las enfermedades valvulares (324).

Entre los grupos IA y EAD se identificaron 2 proteinas disminuidas en EAD: la
albumina y la peroxirredoxina-2, ambas con propiedades antioxidantes (317, 325) lo
que pueden estar implicando una disminuciéon en la proteccion de las valvulas EAD

debida a la calcificacion.

Los resultados obtenidos en este estudio, apoyan la existencia de una relacion entre la
EAD y la EAC, sugiriendo que, ademds de existir un proceso similar durante el
desarrollo de la enfermedad, se produce una afectacion a nivel valvular (incluso en
valvulas aparentemente sanas) como consecuencia de la EAC. El bajo nimero de
proteinas diferenciales (tan solo 5) entre T y EAD, en pacientes con EAC subyacente,
han correspondido fundamentalmente a proteinas estructurales, no habiendo encontrado
ninguna diferencia a nivel de proteinas inflamatorias o de respuesta inmune. Pensamos
que esto es debido a que las valvulas de individuos con aterosclerosis, aunque presentan
una morfologia y funcionalidad normal, podrian estar sufriendo algiin proceso

inflamatorio relacionado con la EAC.

3.INTEGRACION DE RESULTADOS

Para finalizar, hemos realizado diferentes andlisis bioinformaticos con el objetivo de
obtener una vision a nivel global de las diferencias observadas entre los distintos grupos

de estudio.

Con el propdsito de esclarecer las diferencias a nivel molecular entre los tipos de

valvulas no calcificadas utilizadas en esta Tesis Doctoral (trasplantes e [A) se realiz6 un
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analisis funcional con todas las proteinas diferencialmente expresadas entre estos dos
grupos. A nivel funcional, la mayor parte de las diferencias se deben a alteraciones
relacionadas con la coagulacion y la apoptosis, asi como a la regulacion de la
homeostasis, la inflamacion y la respuesta inmune. Esto nos lleva a pensar que las
alteraciones a nivel circulatorio debidas a la dilatacion del arco adrtico que sufren estos
pacientes ejercen un efecto negativo sobre el tejido valvular. La presencia de
turbulencias en el flujo sanguineo debidas a la alteracion en la apertura de la VA ha de
generar un estrés sobre el propio tejido valvular que podria estar provocando, a su vez,
la activacion de una serie de mecanismos de respuesta a nivel molecular. En base a los
grupos funcionales significativamente representados en el analisis, podemos indicar la
activacion de procesos inflamatorios y de respuesta inmune en la valvula a consecuencia

de la TA, asi como un mayor entorno pro-apoptético y pro-trombatico.

Al realizar el andlisis de interacciones proteicas, encontramos que la mayoria de las
proteinas eran agrupadas en un grupo unico, formando un red de interaccion molecular

que estaria siendo activada a nivel valvular en la TA.

Las diferencias en homeostasis, coagulacion e inflamacion, también aparecen al realizar
el analisis bioinformatico con todas las proteinas diferenciales encontradas entre
trasplantes y pacientes con EAD, pero de forma mas acusada. Este resultado nos indica
que algunos de los procesos activados en la VA con la EAD estaria teniendo lugar en la
IA, lo que refuerza nuestra hipotesis inicial que consideraba la VA con IA como un
control adecuado para el andlisis multi-6mico del proceso de calcificacion de la EAD,
permitiendo aislar los procesos activados a nivel molecular por la alteracion funcional
de la valvula. Por otro lado, también es significativa la representacion de proteinas de
matriz extracelular, lo que implica un remodelado importante de la matriz asociado a la

EAD que no ocurre en la TA.

El andlisis funcional de las proteinas diferenciales entre pacientes con IA y EAD se
realizé con la finalidad de aislar las alteraciones debidas al desarrollo de la EAD de
aquellas producidas por el funcionamiento incorrecto de la valvula. Este andlisis
corrobord la existencia de una elevada representacion de proteinas implicadas en
respuesta inmune, inflamacion y coagulacion. Ademas, también aparecio una elevada
representacion de peptidasas e inhibidores de peptidasas, que estdn implicadas en el

remodelado de la matriz extracelular. Tanto este resultado, como el obtenido al analizar
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los diferencias entre IA y EAD que no aparecian en la comparacion de T e IA, han
mostrado un papel fundamental del remodelado de matriz en la calcificacion de la VA
durante el desarrollo de la EAD. Este proceso no se ha visto activado en las valvulas
con IA, lo que parece indicar que es el paso de los miofibroblastos valvulares a
osteoblastos el que estaria conllevando el cambio de las proteinas de matriz extracelular
tipico de la EAD, y serian estas células las responsables de la secrecion de las proteinas
de matriz que aparecen en la VA calcificada. Tras el analisis de interacciones,
encontramos una pequefia red de interaccion formado solo por 3 proteinas: la proteina
de union al selenio 1 y la a-enolasa, implicadas en el engrosamiento de la matriz, y la
peroxirredoxina-2, con propiedades antioxidantes. Estas proteinas no han aparecido en
el resto de comparaciones, lo que indicaria que su alteracidon estd directamente
relacionada con el desarrollo de la calcificacion de la VA con la EAD. Por lo tanto, este
sub-grupo de proteinas nos parece un punto de partida interesante para futuros estudios
con el objetivo de definir su potencial validez como biomarcadores de la patologia o

posibles dianas terapéuticas.

Tanto en la EAD como en la [A se encuentran activos un gran nimero de mecanismos
inflamatorios y de respuesta inmune. A nivel de la EAD, hemos observado mayor
severidad en estos mecanismos, lo que seguramente se deba al mayor estrés que se
genera debido a la progresion de la calcificacion, que actuara de manera sinérgica en la
activacion de estos procesos con la alteracion funcional de la VA, presente en ambas
patologias valvulares. Por otro lado, en las valvulas con IA hemos encontrado indicios
de un mayor nimero de mecanismos de defensa ante el estrés oxidativo y la inflamacion
generados en el tejido. Es decir, a pesar de activarse determinados procesos
inflamatorios con motivo de la alteracion funcional de la VA, en la IA ésta es capaz de
contrarrestar los efectos deletéreos de un entorno pro-inflamatorio mediante la
activacion de mecanismos de respuesta anti-oxidantes y anti-inflamatorios. Una
alteracion en estos mecanismos, junto con una mayor respuesta inflamatoria, podria
estar marcando la diferencia entre que se desarrolle o no el proceso de calcificacion de

la valvula, dando lugar a una EAD.

Por ultimo, hemos analizado todas las proteinas diferenciales entre valvulas de pacientes
con y sin EAC para adentrarnos en el efecto que la aterosclerosis esta ocasionando a

nivel del tejido valvular. En este caso, destacan las diferencias encontradas a nivel de
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metabolismo lipidico, regulacion del citoesqueleto y movilidad celular. Esto también se
observa en el analisis de interacciones, donde se observa una red de interacciéon formada
por proteinas de citoesqueleto. También aparecen alteraciones a nivel plaquetario y de
respuesta inmune. Estas diferencias coinciden con alteraciones descritas en la
aterosclerosis por lo que pensamos que la EAC podria estar induciendo procesos
homoélogos en la VA, independientemente de su grado de afectacion. Esto se podria
estar viendo favorecido por la liberacion de mediadores moleculares o celulares de la
placa de ateroma al torrente sanguineo, que estarian provocando alteraciones a nivel de
la VA. En las valvulas menos afectadas esto podria favorecer en desarrollo de EAD a

largo plazo.

Mediante la realizacion de diversos estudios a nivel de plasma y tejido, empleando la TA
como control de la EAD, hemos encontrado un gran ntimero de proteinas y metabolitos
implicados en el desarrollo de la calcificacion, ya que hemos podido aislar la alteracion
funcional que sufre la VA del proceso degenerativo tisular. Ademas, los resultados del
modelo animal de EAD desarrollado han mostrado proteinas relacionadas con el
citoesqueleto, situaciones de hipoxia y estrés del reticulo endoplasmatico. Queremos
destacar las cadenas ligeras de la miosina, ya que no habian sido relacionadas antes con
la EAD, y la ATPasa del reticulo endoplasmatico, que confirma la implicacion del
reticulo endoplasmatico y del control en la sintesis de proteinas en esta enfermedad.
Todas estas proteinas deberan ser analizadas para confirmar su traslacion a estudios

humanos.

También hemos encontrado procesos en comun entre el analisis metabolomico y los
analisis protedmicos. Concretamente, hemos encontrado metabolitos implicados en
coagulacion, remodelado de la matriz, estrés oxidativo, coagulacion e hipoxia. La
mayoria de las alteraciones encontradas pertenecen a este ultimo grupo y forman parte
de las vias de metabolismo energético. Por eso pensamos que seria muy interesante
analizar en el futuro las enzimas implicadas en esas vias, realizando asi una integracion
completa de los estudios protedmicos y metabolomicos y teniendo una vision global de

los mecanismos implicados en la enfermedad.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

CONCLUSIONES

El modelo animal de conejo utilizado ha permitido el estudio de la EAD en esta
especie controlando las diferencias entre los grupos experimentales debidas a
factores externos y evitando la heterogeneidad de las poblaciones empleadas en

estudios humanos.

El analisis de protedmica diferencial mediante 2D-DIGE de valvulas adrticas de
conejos con EAD ha mostrado 8 proteinas diferencialmente expresadas respecto
a los conejos sanos, relacionadas con el citoesqueleto, situaciones de hipoxia y

estrés del reticulo endoplasmatico.

El analisis de metabolémica diferencial mediante GC-MS de plasma completo
en pacientes con EAD ha mostrado 19 metabolitos aumentados con respecto a
pacientes con IA, relacionados con el metabolismo energético, hipoxia,

coagulacion, estrés oxidativo y metabolismo lipidico.

El analisis mediante MALDI-IMAGING de secciones de tejido valvular
estenotico nos ha permitido estudiar la distribucion superficial de los péptidos
endogenos del tejido con una resolucion espacial de 75 um y ofrece una
alternativa al analisis anatomopatologico por histologia tradicional, permitiendo
en el futuro caracterizar a nivel molecular tejidos de valvula aortica con

diferentes grados de lesion estendtica, con gran resolucion.

Los resultados del andlisis de protedmica diferencial mediante 2D-DIGE de
valvulas aorticas de pacientes con EAD y pacientes con IA han mostrado
indicios de un perfil caracteristico de la valvula adrtica con EAD y EAC
subyacente, y han promovido la realizacion de un nuevo experimento bajo la
hipotesis de que la afectacion coronaria podria estar modificando el perfil

molecular de la valvula aortica.

Las diferencias a nivel molecular halladas en el analisis protedmico realizado
empleando valvulas adrticas de trasplante como control mostraron la activacion
de procesos inflamatorios, de respuesta inmune y un mayor entorno pro-

trombotico en la valvula a consecuencia de la IA, y de manera més acusada en la



7)

8)

9)

EAD, lo que implicaria que las alteraciones a nivel circulatorio debidas a la
dilatacion del arco adrtico que sufren los pacientes con IA ejercen un efecto

negativo sobre el tejido valvular.

Los resultados obtenidos en los analisis protedémicos diferenciales sobre tejido y
plasma entre IA y EAD han mostrado un papel fundamental del remodelado de
matriz en la calcificacion de la valvula aortica durante el desarrollo de la EAD.
La activacion de este proceso no se produce con el desarrollo de la IA, ya que no
se ha observado una representacion significativa de proteinas implicadas en este

proceso en la comparacion de trasplantes e TA.

Los analisis -6micos de plasma y tejido han mostrado que, tanto en la EAD
como en la [A, se encuentran activos un gran nimero de mecanismos
inflamatorios y de respuesta inmune, siendo mas acusados en la EAD. En las
valvulas con IA hemos encontrado indicios de un mayor nimero de mecanismos

de defensa ante el estrés oxidativo y la inflamacion generados en el tejido.

El elevado numero de proteinas diferencialmente expresadas entre valvulas del
mismo tipo comparadas atendiendo a la presencia o ausencia de EAC sugiere
que la EAC podria inducir procesos homdlogos en la valvula adrtica,
independientemente del grado de afectacion de la misma. En las valvulas menos
afectadas (trasplantes e IA), esto podria favorecer el desarrollo de EAD a largo

plazo.

10) Mediante la realizacion de un andlisis multi-Omico a nivel de plasma y tejido

humanos, empleando la IA como control de la EAD, se ha podido definir un
gran numero de proteinas y metabolitos implicados en el desarrollo de la
calcificacion valvular adrtica, ya que se ha podido aislar la alteracion funcional

que sufre la valvula del proceso degenerativo tisular.
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