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Introduccién

Introduccion

El experimentador que no sabe lo que esta buscando no comprendera lo que encuentra.
Claude Bernard

Los sindromes coronarios agudos (SCA) engloban a un conjunto de cuadros clinicos
que incluyen la angina inestable (Al), el infarto agudo de miocardio (IAM) y la muerte
subita de causa cardiaca (MS). Estas tres patologias tienen su origen en un mismo
proceso fisiopatoldgico en el que la placa arteriosclerotica complicada provoca el inicio
de las manifestaciones isquémicas [1]. Normalmente, éste se debe a la aparicion de una
fisura en la capsula fibrosa que provoca la liberacion a la luz arterial de su contenido,
altamente trombogénico, con la consecuente formacion de un trombo y oclusion de la
arteria coronaria, lo que conlleva una reduccion aguda del flujo sanguineo y de la
oxigenacion miocardica [2-5]. A pesar de constituir la primera causa de muerte en los
paises desarrollados y de presentar una creciente prevalencia en los paises en vias de
desarrollo [6], no existe actualmente ningln biomarcador que permita detectar el
proceso degenerativo que origina el SCA antes de que este se manifieste clinicamente
[7, 8].

Los factores que contribuyen al desarrollo de una enfermedad cardiovascular son bien
conocidos; sin embargo la mayor dificultad para su diagnostico radica en que se trata de
una enfermedad asintomatica que se desarrolla de manera silenciosa y muy progresiva
durante afios o incluso décadas, de modo que cuando se presenta, el dafio es muy
avanzado e irreversible. Su elevada prevalencia unido a la falta de marcadores
diagnéstico en la préctica clinica, denotan la necesidad de encontrar nuevos
biomarcadores con valor clinico que permitan realizar un diagndstico temprano de la
enfermedad con el fin de instaurar las medidas correctoras necesarias lo antes posible,
asi como establecer una estratificacion de riesgo cardiovascular individualizada para

cada paciente.
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1. FISIOPATOLOGIA DE LA ATEROSCLEROSIS

El descenso del flujo sanguineo y en consecuencia la disminucion de la cantidad de
oxigeno que llega al corazén cuando existe una oclusion parcial o total de la arteria
coronaria lleva consigo la necrosis del tejido cardiaco que recibe un aporte deficitario de
oxigeno. La formacion del trombo es, sin embargo, el final de un proceso lento y
progresivo que en la mayoria de los casos se ha desarrollado a lo largo de varias
décadas, denominado aterosclerosis. En ésta, se produce una progresiva acumulacién
focal de material lipidico intracelular y extracelular, con formacion de células
espumosas Y reaccion inflamatoria en la capa intima de la arteria (aterosis) junto con un
progresivo endurecimiento de la pared arterial caracterizado por un aumento del nimero
de miocitos, distrofia de la matriz extracelular y calcificacion (esclerosis) [9, 10] (Figura
|_01).

Vena cava Aorta
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Luz vascular

Arteria pulmonar
izquierda

. Endotelio
Auricula

derecha

Auricula
izquierda Capaintima

Capa media

Capa

Vena cava adventicia

inferior Ventriculo

izquierdo

Ventriculo
derecho

Figura I_01. Representacién del corazén humano y de una arteria coronaria sana.

1.1. Inicio de la lesion aterosclerdtica

La aterosclerosis es una enfermedad cronica de muy lenta evolucion en la que los
cambios en la estructura de la pared arterial comienzan en la infancia mientras que el
desarrollo de la placa puede llevar décadas, lo que hace que la enfermedad no se
manifieste en forma de SCA hasta la cuarta o quinta década de vida [11]. El endotelio
de los vasos sanguineos es el encargado de regular el tono vascular, la actividad
plaquetaria, la adhesion de leucocitos y la angiogénesis, mediante la produccion de

oxido nitrico (NO). La existencia de factores de riesgo cardiovascular provoca la
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aparicion de un estado particular de activacion endotelial, denominado disfuncién
endotelial, en la que disminuye la biodisponibilidad de NO y aparece un fenotipo
endotelial proinflamatorio que promueve aterosclerosis [12-16], se correlaciona con la
progresion de la enfermedad [17] y predice los eventos cardiovasculares [18-24]. En
condiciones fisiolégicas normales, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) que
penetran en el espacio subendotelial son devueltas a la sangre circulante por un
mecanismo de transporte inverso del colesterol, en el cual participan las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) [10, 25]. Sin embargo, como consecuencia de la disfuncion
endotelial, el aumento de la permeabilidad de la pared de los vasos origina un aumento
en la penetracion de las LDL en la pared vascular, que excede la posibilidad del sistema
de transporte inverso del colesterol para devolverlo al torrente sanguineo. Unido a esto,
algunos factores de riesgo como la diabetes y el tabaquismo reducen la cantidad de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) circulantes disminuyendo ain mas la eliminacion
de las LDL del espacio subendotelial. Ademas, este proceso puede verse empeorado en
pacientes con diabetes, en los cuales la glicosilacion de las LDL reduce el
reconocimiento de estas lipoproteinas por los receptores de LDL, disminuyendo su

eliminacion [10, 26].

Todos estos hechos originan un aumento en el periodo en que permanecen las
lipoproteinas dentro del espacio subendotelial, donde se someten a una oxidacion leve,
principalmente por las células endoteliales. Esto produce unas LDL minimamente
modificadas (MM-LDL), que junto al estrés oxidativo presente en el ambiente, la
presencia de angiotensina Il y la reduccién de la fuerza de cizallamiento en las zonas
con propension a la aterosclerosis, son capaces de activar el factor nuclear kappa-B
(NF-x B), factor de transcripcion que aumenta la expresion de moléculas que participan
en los pasos de captacion de monocitos [10, 27]. Dichas moléculas se pueden dividir en

dos grupos:

1. Moléculas de adhesién responsables del movimiento y de la adhesion de
monocitos a la pared de los vasos, como la proteina de adhesién de células vasculares
(VCAM-1), la molécula de adhesion intercelular (ICAM-1) y la selectina E.

2. Moléculas quimioafines que provocan la entrada de monocitos en la pared de los
vasos, como la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) y la interleukina-8 (IL-
8).
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Una vez en el espacio subintimo, los monocitos se transforman en macro6fagos, los
cuales oxidan las MM-LDL a oxLDL. Este proceso se ve favorecido por la angiotensina
I1'y por la glicosilacion previa de las LDL. Los macrofagos captan estas ox-LDL en un
proceso mediado por el factor estimulante de colonias de macréfagos (MCSF) y
estimulado por angiotensina Il. Los macrofagos asi activados pueden estimular la
expresion celular de enzima conversora de angiotensina (iIECA) y la sintesis de
angiotensina I1, lo que lleva a un ciclo de retroalimentacion positiva. Ademas, debido a
que no existe ningin mecanismo de saturacion en los macréfagos, seguiran captando
lipidos hasta convertirse en células espumosas que finalmente moriran y liberaran los
lipidos que formaran el nucleo lipidico de la placa, junto con sustancias tdxicas, como
enzimas, radicales libres y aniones superédxido [28].
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Figura I_02. Representacion del desarrollo del proceso aterosclerético.Los monocitos circulantes se unen
a las células endoteliales mediante moléculas de adhesion (MCP-1) que son inducidas en respuesta a
sefiales inflamatorias. En la capa intima se diferencian rapidamente a macréfagos que fagocitan lipidos
transformandose en células espumosas que, finalmente, entran en apoptosis y mueren. (Tabas I. Nat Rev
Immunol. 2010;10(1):36-46).

Los productos téxicos lesionan el endotelio, que en algunas zonas puede ser incluso
destruido y desaparecer. Los macrofagos y algunas plaguetas activadas, segregan
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),

que estimulan la proliferacién y migracién de las células musculares lisas de la capa
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media. Esta fase proliferativa aumenta con el descenso de la molécula antiproliferativa
NO vy con el incremento de angiotensina Il. Las células del masculo liso también
secretan factores de crecimiento y, ademas, cubren el nicleo ateromatoso y producen
proteinas de matriz (colageno, elastina y proteoglicanos), que formaran la cubierta
fibrosa [29].

1.2. Ruptura de la placa de ateroma y trombosis

Una vez establecida la capa de fibrosis, ya se produce oclusién de la luz vascular, por lo
que pueden aparecer las primeras manifestaciones isquémicas, dependiendo de la
existencia 0 no de circulacion colateral al vaso afectado. Las placas fibrosas mas
avanzadas, denominadas placas complicadas, muestran degeneracion fibrocalcificada
con lipidos intra y extracelulares, calcio, tejido fibroso, desechos necréticos, sangre
extravasada y una capa de tejido fibroso [30]. La inestabilidad de la placa de ateroma
estd en parte determinada por factores locales, aunque factores sistémicos tales como
infeccion, inflamacion, autoinmunidad o influencia genética son también importantes
[31]. Esta inestabilidad estd dada por la probabilidad de la placa vulnerable a sufrir
eventos tales como: calcificacion, debilitamiento de la pared, fisura o rotura,

hemorragia, ulceracion y trombosis.

Diversos estudios han demostrado que las placas de ateroma con una mayor infiltracion
de macrofagos, linfocitos T, y celulas musculares lisas activadas tienen una alta
predisposicion a sufrir ruptura [30, 32-34] y la consideran como la lesion de mas alto
riesgo en la placa vulnerable [32]. La presencia de macr6fagos en el nicleo de la placa
constituye un papel fundamental en la formacion de una placa vulnerable porque liberan
citoquinas que causan inflamacion de la pared vascular, producen factor tisular que
lleva a un mayor reclutamiento de células y disminuyen la resistencia de la capsula
fibrosa a las fuerzas hemodinamicas a las que esta sometida, con la consecuente ruptura

y formacion del trombo [35, 36].

Los factores de riesgo clasicos como el tabaquismo, la hipertension arterial, la elevacion
de los niveles plasmaticos del colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad
(LDL), el descenso de los niveles plasmaticos del colesterol asociado a lipoproteinas de
alta densidad (HDL) y la diabetes favorecen las fracturas de la placa inducido por

factores quimicos y metabdlicos.

Una vez que se produce rotura de la placa se vierten a la circulacion los componentes
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del nacleo lipidico cuyo contenido es altamente trombogénico, lo que junto con la
exposicion del factor tisular condicionan la formacion local de trombina, la activacion

de plaquetas y la formacion de fibrina [35].

En ese punto, la placa aterosclerdtica progresa reorganizandose por trombosis
sobreafiadida, ya que el trombo recién formado es invadido por monocitos que liberan
factor tisular que induce la formacion de trombina, que es un potente activador de las
plaquetas. Tanto la trombina como las plaquetas activan las células musculares lisas
cercanas a la arteria en la que reside el trombo. Las células musculares lisas penetran el
trombo y empiezan a sintetizar tejido conectivo, de forma que a los 8-10 dias el trombo
esta rodeado de un endotelio disfuncionante. La formacion del nuevo tejido conectivo
continla hasta que, a las 4-12 semanas, el endotelio se normaliza y es capaz de

sintetizar NO, completandose el proceso de cicatrizacion [36].

1. Acumulacién focal de material lipidico en
la pared interior de una arteria coronaria

2. Debilitamiento progresivo de la placa
aterosclerética

3. Ruptura de la placa y liberacion de
su contenido trombogénico

4. Formacion de trombo que obstruye el
paso de sangre al tejido miocardico

Area de miocardio sin
irrigacion sanguinea "
Necrosis miocardica

Figura I_03. Secuencia de acontecimientos que llevan a la ruptura de la placa de ateroma y formacion de
un trombo con la consecuente necrosis del tejido miocérdico ante la falta de aporte sanguineo debido a la
obstruccion de la arteria.
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2. SINDROME CORONARIO AGUDO

Los SCA pueden clasificarse atendiendo a pardmetros electrocardiogréaficos en dos
grandes grupos: 1) Sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST
(SCASEST) y 2) Sindrome coronario agudo con elevacion del segmento ST
(SCACEST) [37]. La presentacion clinica de los diferentes SCA depende de la
extension y duracién de la isquemia secundaria a la obstruccién del flujo coronario.
Cuando la liberacion de contenido aterosclerético provoca la formacion de un trombo
no oclusivo o transitoriamente oclusivo puede tratarse de una Al o de un IAM no Q, no
existiendo en ninguno de los dos casos elevacion del segmento ST en el
electrocardiograma (ECG). Por norma general, en la Al la oclusion temporal no dura
mas de 20 minutos y produce angina de reposo. En el IAM no Q, sin embargo, la
interrupcion de flujo coronario dura méas tiempo, aunque el territorio distal del corazon
puede estar protegido por circulacion colateral desde otros vasos, limitando la isquemia
y la extension de miocardio necrosado. Cuando existe elevacion del segmento ST en el
electrocardiograma nos indica que se producira un 1AM con onda Q si no se restituye
rapidamente el flujo coronario mediante trombolisis o angioplastia. En este caso, el
trombo es oclusivo, la circulacion colateral inexistente o insuficiente, la duracion de
isquemia es mas prolongada y se produce una mayor necrosis de tejido miocéardico [37,
38] (Figura 1_04).

2.1. Manifestaciones clinicas

Los SCA suelen cursar con una serie de sintomas y signos caracteristicos, debidos en
gran medida al descenso de flujo sanguineo coronario y en consecuencia a la menor
oxigenacién del corazon. Uno de los sintomas mas tipicos que indican que el paciente
puede estar sufriendo un SCA es la presencia de dolor torécico, definido como una
sensacion de opresion o ardor en el pecho de intensidad variable, con inicio gradual y
duracion mayor de 30 minutos. A su vez, estos sintomas pueden ir acompafiados de
signos caracteristicos como confusion aguda, debilidad intensa, palidez y sudoracion

entre otros [37].
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Figura I_04. Representacion esquematica de un electrocardiograma (ECG) normal. Cuando se produce
una oclusion parcial del flujo coronario no existe elevacion del segmento ST y la necrosis miocardica es
menor. Una oclusion total del flujo conlleva una mayor necrosis miocardica y una elevacion del segmento
ST en el ECG.

En caso de que las circunstancias lo hagan posible, la anamnesis debe ir encaminada a
definir las caracteristicas, localizacion y factores precipitantes o atenuantes del dolor. Es
necesario identificar los factores de riesgo cardiovascular que presenta el paciente,
antecedentes de cardiopatia isquémica y antecedentes familiares de enfermedad arterial
aterosclerotica. Del mismo modo, la exploracion permitira identificar signos de
inestabilidad o urgencia vital, asi como valorar la presencia de signos de dislipemia y/o
arterioesclerosis (xantomas, xantelasmas, soplos arteriales) que aumentan la
probabilidad de enfermedad coronaria. La exploracién fisica debe ayudar también a
identificar o descartar otros cuadros clinicos como diseccion de aorta (asimetria de
pulsos, soplo de regurgitacion aortica), pericarditis aguda (roce pericardico),
taponamiento cardiaco (ingurgitacion yugular y pulso paraddjico) o neumotdrax

(asimetria de la auscultacion pulmonar) [38].
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2.2. Diagnostico y tratamiento

El diagnostico de un SCA se debe realizar evaluando de manera conjunta los datos
obtenidos en la evaluacion clinica, en el ECG vy los resultados bioquimicos. EI ECG es
un componente indispensable dentro de la exploracion bésica inicial y ha de realizarse
en los 5-10 minutos posteriores a la llegada del paciente al servicio de urgencias. Del
mismo modo, los analisis bioquimicos deben incluir la determinacion sérica de los
niveles de troponina | (Tnl) o troponina T (TnT) y de la enzima creatinquinasa (CK) y
su isoenzima cardiaca (CK-MB), las cuales poseen una elevada sensibilidad vy
especificidad para el diagndstico precoz de SCA. Pueden ser necesarios también los
resultados de los analisis de hematologia y coagulacion, sobre todo en pacientes en
tratamiento con anticoagulantes orales. Con todo ello, el objetivo sera establecer un
diagnostico preciso en el menor tiempo posible, de modo que pueda establecerse un
tratamiento de reperfusion adecuado, bien mediante métodos farmacoldgicos
(trombolisis farmacolégica) o mediante intervencionismo coronario percutaneo
(angioplastia coronaria con o sin protesis intracoronaria), lo que sera vital para la

supervivencia del paciente [39, 40].

Inicialmente, el tratamiento de un SCA debe incluir oxigenoterapia, especialmente
cuando existe disminucion de la saturacion de oxigeno en sangre, para permitir la
llegada de la mayor cantidad de oxigeno posible al corazon, y un tratamiento
farmacoldgico que incluya la administracion de antiagregantes (&cido acetilsalicilico,
clopidogrel, prasugrel, ticagrelor, inhibidores de la glicoproteina Ilb/Illa, etc.), de
anticoagulantes y de analgésicos para aliviar el dolor, ademas de terapia dirigida
disminuir el consumo de oxigeno del miocardio (B-bloqueantes) [37]. Una vez superado
el SCA, sera necesario instaurar un tratamiento farmacoldgico a largo plazo y adoptar

una serie de medidas destinadas a evitar la repeticion del evento en el futuro.

El tratamiento farmacologico a largo plazo incluye una combinacion de farmacos con
distintos efectos [41]. Por un lado serd necesario establecer un tratamiento
antiagregante, el cual puede realizarse utilizando aspirina que acttia produciendo una
acetilacion de la enzima ciclooxigenasa, inhibiendo la formacién de tromboxano A, que
es un potente activador de las plaquetas y un vasoconstrictor coronario. También
pueden utilizarse otros antiagregantes como clopidogrel, prasugrel o ticagrelor, que

actlan a distintos niveles inhibiendo la activacion plaquetaria [42, 43]. Junto con el
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tratamiento antiagregante sera necesario instaurar un tratamiento con agentes B-
bloqueantes que bloquean reversiblemente los receptores B-adrenérgicos del corazén
impidiendo que se unan las catecolaminas, con lo que se consiguen efectos cronétropo
(frecuencia cardiaca) e inotropo (contractibilidad) negativos, disminucion del consumo
de oxigeno miocérdico y disminucion de las arritmias [44, 45]. El uso de inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina (iECA) ha demostrado una disminucién de la
mortalidad a los 30 dias y a largo plazo gracias a su efecto vasodilatador y a que
disminuyen el remodelado patolégico del corazon, al ser antifibrdticos y mejorar la
funcion endotelial [46, 47]. Por udltimo el uso de estatinas (inhibidores de la enzima
hidroximetilglutaril-CoA reductasa), como la atorvastatina y la simvastatina, entre otras,
permiten el control del perfil lipidico del paciente después de un 1AM en los que el
nivel de colesterol LDL debe permanecer inferiores a 70-100 mg/dL. Estos farmacos
tienen, ademas de su accion hipolipemiante, un efecto antitrombdtico y antiinflamatorio
y mejoran la funcion endotelial, lo que contribuye a disminuir el riesgo de futuros

eventos coronarios agudos [48, 49].

Paralelamente al tratamiento farmacoldgico, serd necesario que se produzcan
modificaciones en los habitos alimenticios del paciente, cuyo objetivo sera controlar los
niveles de colesterol LDL y glucosa en sangre, asi como el mantenimiento de un peso
adecuado. Sera también necesaria la eliminacion de habitos que constituyan factores de
riesgo cardiovascular conocidos, como el tabaquismo y el consumo excesivo de alcohol.
Esta eliminacion de habitos perjudiciales debe ir acompafiada de la introduccion de
nuevos habitos destinados a mejorar el estado de salud global del paciente como el

aumento gradual de la actividad fisica.

2.3. Biomarcadores de uso clinico en SCA

Los trastornos bioquimicos que se producen en la cardiopatia isquémica son
consecuencia de la hipoxia a la que se ve sometido el miocardio. Bajo estas
condiciones, las células obtienen energia de la glucolisis anaerobia, cuyo resultado es la
acumulacion de lactato. Este exceso de lactato produce una situacién de acidosis que
conduce a la activacion de enzimas proteoliticas, a la degradacion de las proteinas
estructurales responsables de la contractibilidad cardiaca, a la pérdida de la integridad
de la membrana celular y, en altimo término, a la liberacidén de proteinas al intersticio
intercelular y a la sangre debido a la muerte celular. En este proceso, las proteinas que

primero aparecen en la circulacion son las citoplasmaticas (mioglobina y creatinquinasa
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citoplasmatica), seguido de las proteinas mitocondriales (creatinquinasa mitocondrial) y

las estructurales (troponinas y miosina).

2.3.1. Creatinquinasa y troponina

La creatinquinasa (CK) y la troponina (Tn) son los dos Gnicos marcadores aceptados por
la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) y Asociacién Americana de Cardiologia
(AHA) para el diagndstico del infarto agudo de miocardio (IAM) junto con la isoenzima
cardiaca de la creatinquinasa (CKMB) [50]. La medida de la actividad CKMB tiene una
especificidad para lesion miocardica (85%) superior a la de la CK total.

Hasta la aparicion de marcadores mas especificos, la determinacién de los niveles
séricos de CK ha sido el marcador mas utilizado en el diagnostico de las alteraciones
miocardicas y musculo-esqueléticas [51]. En el inicio de la necrosis miocéardica, la
actividad catalitica de la CK puede detectarse aumentada en suero por encima del limite
superior de su intervalo de referencia a partir de las 4-6 h del inicio de la
sintomatologia. Sin embargo, debido a que es una enzima presente en practicamente
todos los tejidos del cuerpo, existen muchas otras situaciones patologicas y no
patologicas que pueden producir niveles de actividad elevados sin que exista dafio
miocardico [52-54].

La actividad de la CK-MB puede detectarse aumentada en el plasma a partir de las 4-6 h
del inicio de los sintomas de IAM y permanece elevada hasta las 24-36 h del inicio de
los sintomas [24-26]. Al igual que ocurre con la CK, la medida de la actividad de la CK-
MB tiene una insuficiente cardioespecificidad ya que, su concentracién plasmatica
puede aumentar en las mismas condiciones que las mencionadas para la CK sin que
exista lesion miocardica [54]. En este sentido, la utilizacién del cociente actividad
CKMB/actividad CK total permite mejorar la cardioespecificidad de la medida de CK-
MB. De esta manera, un valor plasmatico que sobrepase la proporcion de CK-MB
habitualmente hallada en el musculo esquelético puede considerarse como indicativo de
liberacion de la isoenzima desde el miocardio, ain cuando este cociente no ofrece la
combinacion de sensibilidad y especificidad diagnéstica necesarias para el diagnostico

del infarto de miocardio [51].

La troponina es una proteina liberada de los miocitos cuando tiene lugar un dafio
irreversible del miocardio. Se trata por lo tanto de una proteina altamente especifica

para el tejido cardiaco, que posee una gran especificidad para el diagnostico clinico del
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infarto de miocardio. Existen tres clases de troponina diferentes: la troponina C, la
troponina | (Tnl) y la troponina T (TnT), de las cuales Unicamente la TnT y la Tnl
tienen interés en la practica clinica, al poseer isoformas cardioespecificas (TnTc y Tnic)
con una secuencia de aminoacidos que permite distinguirlas de las musculo-esqueléticas
[55].

Ante el inicio de la lesion miocéardica, la troponina se detecta en el plasma a partir de las
4-6 h del inicio de los sintomas. La cinética de liberacién de TnTc y Tnlc es diferente.
La TnTc tiene un maximo inicial a las 12 h de los sintomas, manteniéndose estos
niveles hasta las 48 h y un descenso gradual hasta los 10 dias. La Tnlc presenta una
cinética semejante, pero con un maximo de menor magnitud [56] y un tiempo de retorno
a la normalidad méas corto que el de la TnTc pero que, al igual que ésta, depende de la
extension del IAM [57].

2.3.2. Mioglobina

La mioglobina es una proteina citoplasmatica de bajo peso molecular que se libera
rapidamente a la circulacion debido a alteraciones en la permeabilidad celular derivadas
de la hipoxia tisular que comienza a sufrir el miocardio al inicio de la lesion. Esta
precocidad en su liberacion permite que puedan detectarse concentraciones elevadas de
mioglobina partir de la primera o segunda hora de evolucion del IAM. La mioglobina
alcanza su maxima concentracion en plasma entre las 6 y 12 h tras iniciarse el |AM, y
desaparece de la circulacién a las 12-24 h como consecuencia de su rapido aclaramiento
renal. Precisamente, este aclaramiento renal es el que produce que también se encuentre
elevada en pacientes con insuficiencia renal por la disminucion de su aclaramiento [58],

de modo que su eficiencia diagndstica en este tipo de pacientes es baja [59].

La principal ventaja de la mioglobina reside en su elevada sensibilidad y valor
predictivo negativo en las primeras horas del IAM [60, 61]. En consecuencia, midiendo
la mioglobina puede descartarse eficazmente la necrosis miocardica en las primeras 6 h
del ingreso del paciente [62, 63]. No obstante, su escasa cardioespecificidad y su rapido
aclaramiento renal hacen que su valor predictivo positivo sea escaso, y que un Unico

valor aumentado no pueda utilizarse aisladamente en la toma de decisiones.
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Figura I_05. Perfil de elevacion de los principales marcadores cardiacos clasicos de uso clinico. Desde el
afio 2000 la creatinquinasa (CK) y la troponina (Tn) son los dos Unicos marcadores aceptados por la
Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) y Asociacion Americana de Cardiologia (AHA) para el
diagnostico del infarto agudo de miocardio (IAM).

2.4. Potenciales biomarcadores de uso clinico en SCA

Como se ha descrito anteriormente, los criterios clinicos actuales para el diagnostico del
IAM establecidos por la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) y la Asociacion
Americana de Cardiologia (AHA) incluyen la determinacion de niveles plasmaticos de
troponina y CKMB, ambos biomarcadores de necrosis miocardica [50]. Sin embargo,
sus niveles plasmaticos no se elevan hasta 4-6 horas después de la aparicion de los
sintomas, lo cual produce, indudablemente, un retraso en el diagnostico. Por esta razon,
existe un elevado interés en el descubrimiento de nuevos biomarcadores que puedan
detectar y/o descartar el infarto de miocardio de manera mucho més precoz tras el inicio

de los sintomas.

2.4.1. Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesion juegan un papel fundamental en la entrada de monocitos
hacia el interior de la pared vascular. Por ello, se han estudiado sus formas solubles
plasmaticas para evaluar su posible utilidad como marcadores de riesgo de eventos
cardiovasculares [64]. No se han obtenido, sin embargo, resultado similares entre los
diferentes estudios que han evaluado la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1),
la molécula de adhesion a células vasculares (VCAM-1) vy las selectinas E y P como

posibles marcadores de riesgo cardiovascular [65-71]. Asi, en un estudio desarrollado
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por Mulvihill et al, la VCAM-1 junto con la proteina C-reactiva (PCR), fue un predictor
de futuros eventos cardiovasculares en pacientes con SCA, mientras que no hubo
correlacion con ICAM-1, selectina E y selectina P [70]. Por su parte, Malik et al
encontraron que ninguna de las cuatro moléculas mostraba evidencias de afadir valor

prondstico al proporcionado por los factores clasicos de riesgo cardiovascular [71].

2.4.2. Biomarcadores de isquemia miocardica

Entre los nuevos marcadores de isquemia que se han estudiado en los dltimos afios,
destacan la albumina modificada por isquemia (IMA), la fraccion libre de acidos grasos
en plasma (AGL), la proteina de unién a acidos grasos tipo corazon (H-FABP) y los
péptidos natriuréticos cardiacos. La IMA presenta una baja exactitud diagnostica con un
alto nimero de falsos positivos y una baja especificidad [72], lo que sugiere que deba
ser considerada como un marcador de isquemia aguda no especifica para la isquemia
cardiaca [73, 74]. El alto valor predictivo negativo observado en algunos estudios indica
que la IMA, sola o en combinacidn con otros marcadores, puede ser util como marcador
de cribado en SCA [75, 76].

Se ha observado que aunque la mayoria de los &cidos grasos libres en el suero estan
unidos a albumina, la pequefia fraccion de acidos grasos que circula libre (AGL)
aumenta bajo situaciones de isquemia [77]. Niveles elevados de AGL han demostrado
ser un factor de riesgo en enfermedad cardiaca subita, asi como de mortalidad en los
pacientes sometidos a angiografia coronaria [78]. Por el momento no esta claro si los
altos niveles de AGL son una causa 0 una consecuencia de procesos patologicos que

subyacen a la enfermedad coronaria [79].

La H-FABP se ha propuesto como un marcador diagnostico de IAM cuyas
concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan 5-6 horas después del inicio del
evento y vuelven a la normalidad en 36 horas [80]. En un estudio desarrollado por
Erlikh y col. en pacientes con SCASEST, H-FABP se mostrd6 como el mejor predictor
de eventos coronarios durante un afio de seguimiento entre los diferentes marcadores de
necrosis miocéardica utilizados (FABP, Tnilc y CK-MB) [81]. Nizeki y col. encontraron
que los pacientes con elevacién persistente de H-FABP tenian la mayor tasa de eventos
cardiacos, incluyendo las muertes cardiacas y re-hospitalizaciones [82]. Finalmente,
varios estudios sugieren que H-FABP predice la mortalidad a largo plazo después de un

SCA, de manera independiente a otros factores de riesgo y otros marcadores [83-85].
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Diversos estudios han demostrado que los niveles plasmaticos de los péptidos
natriuréticos cardiacos (BNP, NT-proBNP y ANP) aumentan inmediatamente después
de la tension inducida por isquemia cardiaca [86-89] lo que les convierte en interesantes
biomarcadores de posible aplicacion clinica. Sin embargo, debido a que su eliminacién
es fundamentalmente por via renal, se ha encontrado que la disminucion del
aclaramiento renal provoca elevaciones en sus concentraciones plasmaticas, por lo que
se debe tener en cuenta la funcién renal del paciente al evaluar su potencial como

biomarcador diagndstico [90, 91].

2.4.3. Biomarcadores de inflamacion

Entre los nuevos marcadores de inflamacion estudiados en enfermedades
cardiovasculares figuran citocinas, marcadores de estrés oxidativo y marcadores de
degradacion de la matriz extracelular. La proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1)
regula el reclutamiento de los monocitos a los tejidos donde hay una respuesta
inflamatoria activa, como es el caso en las lesiones ateroscleroticas. Se ha encontrado
que concentraciones plasmaticas elevadas de MCP-1 se han asociado con diferentes
factores de riesgo cardiovasculares y con un mayor riesgo de desarrollar eventos
cardiovasculares en el futuro [92, 93]. El valor de la interleucina-6 (IL-6), como
marcador de riesgo cardiovascular requiere todavia estudios confirmatorios, lo que
limita actualmente su aplicacion clinica, aunque los resultados de los estudios realizados
hasta la fecha muestran un importante valor predictivo de SCA [94-97]. La
mieloperoxidasa (MPO), por su parte, al igual que la PCR, ha demostrado ser un
predictor independiente de eventos cardiovasculares adversos [98, 99]. La lipoproteina
asociada a fosfolipasa A2 (Lp-PLA2), junto con la PCR, es el mejor predictor de riesgo
cardiovascular estudiado hasta la fecha [100-102]; por ello, la AHA indica que la Lp-
PLAZ2 puede ser utilizada en la practica clinica para mejorar la prediccion del riesgo en

los sujetos con riesgo cardiovascular intermedio [77].

Entre los marcadores de degradacion de la matriz extracelular, se han encontrado
valores séricos de matriz metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-9) 2-3 veces mas altos en

pacientes con SCA que en sujetos control [103].
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2.4.4. Marcadores de activacion plaquetaria

El sCD40 y sCD40 ligando (sCD40L) se expresan en diversos tipos de células como
plaquetas activadas, células endoteliales vasculares, monocitos y macrofagos. Varios
estudios sugieren que los niveles elevados de sSCD40L permiten identificar los pacientes
con SCA con mayor riesgo de muerte e infarto de miocardio recurrente,
independientemente de otros marcadores como la Tnl y la PCR [104] y puede
identificar a un subgrupo de pacientes que pueden beneficiarse de un tratamiento
antiagregante plaquetario [105]. Otros estudios, sin embargo, han dado resultados
contradictorios en relacion con el valor pronéstico de SCD40L sugiriendo una ausencia
de asociacion entre sCD40L y el riesgo de muerte e infarto de miocardio recurrente
segun los resultados obtenidos en una gran cohorte de pacientes con SCA [106].
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3. PROTEOMICA

La protedmica es la ciencia que estudia de manera dinamica el conjunto de proteinas
expresadas por un organismo en un momento dado y bajo determinadas condiciones
concretas de tiempo y ambiente, que se denomina proteoma [107, 108]. Los enfoques
protedmicos clasicos para la identificacion de biomarcadores de enfermedad se basan
principalmente en el analisis comparativo de las proteinas expresadas en muestras
bioldgicas de individuos sanos y pacientes enfermos para identificar proteinas que se
expresan de manera diferencial mediante el uso combinado de la electroforesis
bidimensional (2-DE) y la espectrometria de masas (MS). La necesidad del analisis de
muestras bioldgicas cada vez mas complejas ha llevado al desarrollo de nuevas técnicas
de protedmica aleatoria (shotgun proteomics) en las que se emplean equipos hibridos
que permiten la separacion mediante cromatografia multidimensional de los
componentes de la muestra y, posteriormente, se analizan las proteinas separadas
mediante la espectrometria de masas en tandem (MS/MS). El desarrollo de estas
técnicas ha facilitando la descripcion de proteomas desconocidos, hasta el momento no

accesibles a las técnicas protedmicas clasicas [109].

La identificacion de nuevos biomarcadores transferibles a la practica clinica es, en
esencia, el objetivo final de la protedmica ya que su introduccidn permitiria ayudar a
establecer un diagnostico temprano de la enfermedad, podrian constituir nuevas dianas
terapéuticas sobre la que desarrollar farmacos, o permitiria monitorizar la evolucion del
paciente frente a un tratamiento determinado y con ello poder establecer un correcto

prondstico.

3.1. Técnicas de separacion de proteinas

El paso inicial para realizar el estudio protedmico de una determinada muestra biolégica
consiste en llevar a cabo la separacion de la mezcla compleja de proteinas que
constituyen la muestra a analizar antes de su identificacion mediante MS. Las técnicas
mas utilizadas para llevar a cabo la separacion son la electroforesis bidimensional, la

electroforesis capilar y la cromatografia liquida (LC).

3.1.1. Electroforesis bidimensional (2-DE)
La electroforesis bidimensional (2-DE) es una técnica de separacién de mezclas
complejas de proteinas con gran capacidad resolutiva que constituye la herramienta méas

empleada para el analisis y separacion de los componentes del proteoma. A través de
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dos electroforesis consecutivas aplicadas sobre la misma muestra, se consigue la
separacion de cientos o miles de proteinas en un unico gel [110, 111].

Antes de realizar la primera electroforesis es necesario llevar a cabo una preparacion
correcta de la muestra ya que este paso serd determinante para que la separacion de las
proteinas tenga lugar correctamente. En primer lugar, sera necesario llevar a cabo la
eliminacion de todas las sustancias presentes en la muestra (sales, lipidos, acidos
nucleicos, etc.) que puedan interferir en el analisis. Posteriormente, se llevara a cabo
una correcta solubilizacion de las proteinas. Este paso consiste en la eliminacion de las
interacciones no covalentes y de los puentes disulfuro presentes en las proteinas para
facilitar su posterior separacion. La inclusion en el tampon de solubilizacion de agentes
caotropicos como la urea y tiourea permiten la desnaturalizacion de las proteinas por
ruptura de puentes de hidrogeno, dejando expuestos los residuos hidrofébicos que son
solubilizados por los agentes surfactantes encargados de mantener las proteinas en
disolucion, como es el caso del [3-[3-(colaamidopropil)dimetilamonio]-1-
propanosulfonato] (CHAPS), SDS y Triton X-100. Los agentes reductores, como el
ditiotreitol (DTT), P-mercaptoetanol y las fosfinas, completan la desnaturalizacion
proteica por ruptura de puentes disulfuro de los residuos de cisteinas y los mantienen
reducidos. La inclusion de anfolitos, mejora la solubilidad de las proteinas en el tampdn

evitando que precipiten antes de llevar a cabo la primera dimension [112].

En la primera separacion electroforética, las proteinas se separan bajo la aplicacion de
un campo eléctrico en base a su punto isoeléctrico (pl) en gradientes de pH
inmovilizados (IPG) seleccionados en cada caso para obtener la maxima resolucion del
grupo de proteinas de interés. Al aplicarse la diferencia de potencial entre los dos
electrodos, las proteinas migraran hacian el catado o el &nodo hasta que alcancen el
punto de la tira donde el pH corresponde a su punto isoeléctrico y se detengan. Esta
técnica fue desarrollada inicialmente en los afios 70 por Kenrick & Margolis [113],
Klose [114] y O’farrell [115], pero su uso se generalizé a partir de los afios 80, tras la
invencion de un método para generar tiras de poliacrilamida con gradientes de pH
inmovilizados que produjeron una clara mejoraren la reproductibilidad entre geles
[116].

Una vez que las proteinas han sido separadas e inmovilizadas en tiras de poliacrilamida
en funcién de sus pls, es necesario realizar el equilibrado de las tiras que se realiza en

dos pasos. En el primero se sumergen en un tampén de equilibrado con DTT para
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romper los puentes disulfuro de las proteinas y mantenerlos reducidos y en el segundo
paso se sumergen en tampon de equilibrado con iodoacetamida (IAA), que alquilara los
grupos tiol reducidos para evitar su re-oxidacion. La segunda electroforesis se realiza
segun el protocolo descrito por Laemmli [117] en geles de acrilamida en presencia de
dodecil-sulfato sédico (SDS-PAGE). En este caso, las proteinas se van a separar segun
su peso molecular (PM), lo que condicionara el porcentaje de acrilamida a utilizar en la
preparacion de los geles en funcion del rango de PM que se quiera resolver.

Tras la segunda dimension se pueden utilizar diferentes métodos de tincion con
diferentes caracteristicas de sensibilidad, linealidad, homogeneidad y reproducibilidad
para la visualizacion de las manchas proteicas separadas [118]. Entre las posibles
tinciones se encuentran el azul de Coomassie y el nitrato de plata, el cual presenta una
alta sensibilidad, aunque se consigue un rango de deteccion lineal mas amplio utilizando
tinciones mas actuales como Coomasie coloidal que tiene una sensibilidad mayor que el

convencional o tinciones fluorescentes como el SYPRO Ruby [119, 120].

Finalmente, las imagenes de los geles tefiidos con azul de Coomassie o nitrato de plata
son digitalizadas mediante la utilizacion de un densitdmetro y guardadas en archivos de
imagen informaticos para poder ser analizadas por paquetes informaticos especializado,
como PDQuest 2D Analysis Software (BioRad) con el que se realizara el procesamiento
de las imagenes, la deteccion de las manchas proteicas, el emparejamiento de los puntos
en los diferentes geles objeto de estudio y el andlisis estadistico y cuantitativo final
[119, 121, 122].

3.1.2. Electroforesis capilar (CE)

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separacion basada en la diferente
velocidad de migracion de las distintas especies cargadas bajo la accion de un campo
eléctrico. La separacion se lleva a cabo en un capilar de silice fundido de diametro muy
pequefio donde se encuentra la disolucion con los analitos a separar y el tampon o
medio electrolitico encargado de conducir la corriente [123]. Se considera una técnica
intermedia entre la electroforesis de zona clasica (ZE) y la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).Utiliza el principio de la electroforesis capilar en solucion libre en la
que la separacion de los analitos es muy rapida y con una reproducibilidad y
sensibilidad mayor que la HPLC. En funcién del sistema de separacién empleado se

puede distinguir entre la electroforesis capilar de zona, el isoelectroenfoque capilar, la
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isotacoforesis capilar y la cromatografia micelar electrocinética [124]. Su principal
desventaja es que la mayoria de los tampones empleados no suelen ser suficientemente
volatiles, lo que dificulta su acoplamiento con equipos de espectrometria de masas (CE-
MS). No obstante, su gran poder de resolucion la han convertido en una técnica muy
utilizada para la basqueda de nuevos biomarcadores en muestras bioldgicas,
especialmente en orina [125].

3.1.3. Cromatografia liquida (LC)

La cromatografia 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 mdvil (liquida o gaseosa) a través de un lecho cromatografico
que contiene la fase estacionaria, la cual puede ser liquida o solida. En el caso de la
cromatografia liquida (LC) aplicada a mezclas de proteinas, estas se separan bajo
diferentes principios segun el soporte cromatografico utilizado (intercambio ionico, fase
reversa, afinidad, exclusion molecular, etc.) al ser arrastrados por una fase movil
liquida. La versatilidad de la LC permite que sea utilizada tanto como paso previo de la
2-DE para realizar un fraccionamiento previo de una mezcla compleja de proteinas o
como paso posterior a la 2-DE [126-128]. EI mayor potencial de la LC en el campo de
la protedmica deriva del uso conjunto de un cromatografo de liquidos acoplado a un
espectrometro de masas (LC-MS y LC-MS/MS) como ocurre en la tecnologia
multidimensional de identificacion de proteinas (Multidimensional protein identification
technology, MudPIT) [129]. La combinacion de estas dos tecnologias esta desplazando
poco a poco al uso de técnicas de separacion basadas en gel debido a su mayor rapidez,
sensibilidad, reproducibilidad y aplicabilidad a un mayor tipo de muestras. Ademas,
permite analizar mezclas de proteinas utilizando cantidades mucho mas pequefias de
muestra que las técnicas basadas en gel gracias a la aparicion de equipos HPLC que
trabajan con volimenes de muestra del orden de microlitos (10° L) y nanolitros (10
L).
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3.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica en la que los atomos o
moléculas de una muestra son ionizados, separados atendiendo a su relacién masa/carga
(m/z) y finalmente detectados y registrados. Las ventajas de la MS incluyen una elevada
sensibilidad, con limites de deteccién del orden de femtomoles (10™° moles) y attomoles
(10™ moles), gran versatilidad que permite determinar la estructura de tipos de
compuestos muy diversos, volatiles, no volatiles, polares y apolares, sélidos, liquidos y
gases y una gran especificidad en la determinacion del peso molecular debido a la
posibilidad de medir exactamente su masa molecular asi como obtener informacién a

partir de los fragmentos i6nicos del analito.

Un espectrometro de masas estd constituido por tres componentes fundamentales: una
fuente de iones que ioniza y vaporiza las muestras, un analizador de masas que separa
los iones generados en funcion de su relacion m/z y un detector de iones, que genera
sefiales proporcionales a la abundancia relativa de cada ion. Una vez obtenidas estas
sefiales, un programa informatico procesa los datos y genera graficos de abundancia

relativa de iones frente a m/z conocidos como espectros de masas (Figura |_06).
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Figura I_06. Esquema de los elementos que componen un espectrometro de masas.
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3.2.1. Tipos de fuentes de ionizacion

La fuente de iones es el elemento del espectrémetro de masas que se encarga de ionizar
los compuestos que van a ser analizados. La eleccion del tipo de ionizacion viene
determinada por la naturaleza de la muestra y la clase de informacion que se desea
obtener. El aspecto de los espectros de masas obtenidos para diferentes especies

moleculares depende en gran medida del sistema de ionizacion utilizado.

3.2.1.1. Ionizacion/desorcion laser asistida por matriz (MALDI)

En una fuente de ionizacion MALDI, la muestra se mezcla con la matriz en presencia de
un disolvente orgéanico sobre una placa metélica, de tal forma que ambas co-cristalizan
cuando se evapora el disolvente. Esta placa metalica se introduce en la camara de
ionizacion del espectrometro de masas y se somete a pulsos cortos de laser en alto vacio
lo que provoca que la absorcion de energia por parte de la matriz sea convertida en
energia de excitacion y en transferencia de protones a la muestra (ionizacion) dando
lugar, normalmente, a especies monocargadas. Debido a los pulsos de laser, el area
irradiada se calienta dando lugar a la desorcion de los iones de fase solida a fase
gaseosa. La aplicacion posterior de un campo eléctrico permite el movimiento de los

iones generados hacia el analizador de masas [130, 131].

Analito

jonizado
Analizador

<%
oﬁj masas

Matriz
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2 { | Placade
N\ \J deteccion

Figura I_07. Esquema del funcionamiento de los diferentes tipos de fuentes de ionizacién. (A)
lonizacion/desorcion laser asistida por matriz, (B) lonizacién por electrospray y (C) SELDI.
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3.2.1.2. Ionizacion por electrospray (ESI)

En la ionizacion por electrospray (ESI), la muestra se disuelve en un tampén volétil y se
hace pasar a través de un capilar metalico al que se aplica un alto potencial eléctrico. A
la salida del capilar, la solucion se dispersa en forma de spray formado por pequefias
gotas cargadas, las cuales se evaporan rdpidamente bien por un proceso de desorcion del
campo eléctrico o de evaporacion del solvente, liberando moléculas ionizadas en la fase
gaseosa que son acelerados por el campo eléctrico hacia el analizador de masas [130-
134].

La ESI constituye el mejor sistema de ionizacién cuando se acopla la cromatografia de
liquidos (LC) o la electroforesis capilar (CE) con MS ya que permite analizar con gran
sensibilidad numerosos compuestos no volatiles y termolabiles, con un intervalo de

pesos moleculares muy amplio.

3.2.1.3. Ionizacion por laser inducida en superficie (SELDI)

En la ionizacion por laser inducida en superficie (SELDI) un analito o grupo de analitos
se fijan sobre la superficie de los pocillos situados en un chip en los que se ha dispuesto
una fase solida. Se pueden fijar por adsorcion, reparto, interacciones electrostaticas o
afinidad; posteriormente la superficie solida se cubre con una sustancia que actla de
matriz y se somete a la accion del laser lo que provoca la absorcion de energia por parte
de la matriz que se convierte en energia de excitacion transfiriendo protones a la
muestra que se ioniza [131, 134]. Dado que se trata de dos sistemas de ionizacion muy
similares, el SELDI-MS se utiliza normalmente para el analisis de proteinas de elevado
peso molecular mientras que el MALDI-MS se aplica a proteinas y péptidos de menor

peso molecular.

3.2.2. Tipos de analizadores de masas
El analizador de masas es el componente del espectrémetro de masas encargado de

separar los iones en funcion de su relacién m/z y enfocar los iones separados al detector.

3.2.2.1. Cuadrupolo

El analizador de cuadrupolo, esta formado por cuatro barras paralelas, a las que se
aplica un potencial de corriente continua y sobre el que se superpone un potencial de
radiofrecuencia. Los iones que entran en su interior se someten al campo creado en ellas
que actua a modo de filtro para que solo los iones con una determinada relacién m/z

lleguen al detector [130, 131, 135]. El analizador de cuadrupolo es uno de los mas
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extendidos, por su relativa sencillez y por poder ser acoplado a diferentes fuentes de
ionizacion, incluida la ESI, para el analisis de proteinas y biomoléculas, asi como por su
bajo coste. Sus limitaciones se concretan en su intervalo de trabajo, en la imposibilidad
de realizar andlisis de alta resolucion, y en la dificultad para la determinacion exacta de

las masas.

3.2.2.2. Tiempo de vuelo

En un analizador de tiempo de vuelo (time of flight, TOF), se mide el tiempo que
necesitan los iones previamente acelerados por la accién de un campo eléctrico para
recorrer una distancia determinada sin estar sometidos a un campo eléctrico y/o
magnético [130-132]. Cuando se une a un sistema de ionizacion MALDI da lugar a
equipos MALDI-TOF, muy utilizados en el andlisis de biomoléculas dada su gran
sensibilidad.

3.2.2.3. Analizador de resonancia ionica en ciclotron con transformada de Fourier

Es un analizador que dispone de una celda de trampa de iones como elemento principal.
Estas celdas estan disefiadas aprovechando el fendmeno de resonancia idnica en
ciclotrén por la que iones presentes en un campo magnético orbitan a una frecuencia
que depende de su relacion m/z y de la intensidad del campo magnético aplicado. La
aplicacion posterior de una sefial eléctrica de frecuencia igual a la frecuencia de giro de
la particula hace que esta absorba energia y aumente su radio de giro. Cuando la mezcla
de iones se excita unos milisegundos mediante una sefial de frecuencia variable, los
iones se situan proximos a las placas detectoras que recogen la sefial que estos ofrecen
[130]. Mediante una transformada de Fourier se obtienen los correspondientes espectros

de masas.

3.2.2.4. Trampa de iones
Un analizador de trampa de iones consta de un electrodo hiperbdlico en forma de anillo

central y otros dos electrodos colectores. Los iones procedentes de la fuente de
ionizacion penetran a traves de una rejilla en el electrodo colector y segun su m/z y el
campo aplicado, circulan en una drbita estable o se desestabilizan pasando al detector
[130]. Los instrumentos de IT se caracterizan por tener una elevada sensibilidad pero

con una resolucion limitada y una relativamente baja capacidad de atrapar iones.

3.2.2.5. Analizador Orbitrap
El analizador orbitrap se basa en el principio de separacion de los iones en un campo

eléctrico oscilante alrededor de un electrodo de forma de huso. Presenta unas
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prestaciones similares a un analizador de resonancia ionica en ciclotron con

transformada de Fourier, en términos de resolucion y exactitud de la masa [136, 137].

Electrodo central hiperbdlico

A j B
P ST T e r_—‘
- e : Al
T A S R
bl R PR o
—
Movimiento orbital
Electrodo de entrada Electrodo de salida Electrodo central de los iones
C Cuadrupolo

Entrada de iones

Figura I_08. Diagrama esquematico de las partes de varios analizadores de masas. (A) Trampa de iones,
(B) Orbitrap y (C) Cuadrupolo.

3.2.3. Detectores

Dentro de un espectrometro de masas, el detector es el componente encargado de
proporcionar informacion sobre la abundancia de iones que salen del analizador de
masas. Para ello, transforman el chorro de iones en una sefial eléctrica que puede ser
amplificada, almacenada y presentada mediante el sistema de tratamiento de datos de
forma que se pueda interpretar. Los detectores han de tener una elevada sensibilidad,
exactitud y resolucion, un tiempo de respuesta corto, alta estabilidad, un amplio
intervalo dinamico y un nivel de ruido bajo. Entre los detectores mas utilizados destacan

los fotomultiplicadores y la copa de Faraday.

3.3. Espectrometria de masas en tindem (MS/MS)

Se denomina espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) al acoplamiento de dos
espectrometros de masas unidos por una camara de fragmentacion. Se trata de uno de
los espectrometros mas interesantes para la identificacion de compuestos en mezclas

complejas tanto en analisis protedmico como metabolomico [138-140].

En un anélisis por espectrometria de masas en tandem (MS/MS), el primer

espectrometro de masas permite seleccionar un i6n determinado entre los iones
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producidos en el sistema de ionizacion al que se denomina i6n precursor. Una vez
seleccionado el ion precursor de interés, éste se introduce en la cAmara de colision
donde por accién de un campo eléctrico adquiere una elevada energia cinética y
colisiona con las moléculas del gas inerte contenido en la camara. Como consecuencia
de esta colision, el ion se fragmenta de nuevo dando lugar a pequefios fragmentos
denominados iones producto, los cuales entran en el segundo espectrémetro de masas.
De entre los iones producto se elige uno que junto con el ion precursor seleccionado en
el primer cuadrupolo daré lugar a la pareja ién precursor/ion producto caracteristica de
la molécula a analizar. En la Figura |_09 se muestra el funcionamiento de un

espectrometro de masas de triple cuadrupolo.

B Primer cuadrupolo

A
U

165 280

Espectro de Impacto Electrénico con . L.
todos los iones de los compuestos Seleccion del ion precursor

D Segundo cuadrupolo C Camara de
colision

Seleccion del i6n producto Fragmentacion del ién precursor
en la camara de colisién

Figura I_09. Esquema del funcionamiento de un triple cuadrupolo. El espectro de impacto electronico
(A) permite elegir el i6n precursor que serd aislado en el primer cuadrupolo (B), fragmentado en la
camara de colisién (C) y el ion producto seleccionado en el segundo cuadrupolo (D).
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4. METABOLOMICA

La metabolémica es la ciencia que estudia el conjunto de productos finales y
subproductos de las diferentes vias metabdlicas, denominados metabolitos, que existen
en los seres humanos y otros sistemas vivos [141]. EI téermino metaboloma fue utilizado
por primera vez por Oliver y col. en 1998 para describir el conjunto de pequefias
moléculas que componen un organismo [142]. Los metabolitos end6genos que son
tipicamente estudiados en un analisis metabolémico incluyen &cidos organicos,
aminoacidos, aminas, azUcares, esteroides, bases de acidos nucleicos y otras sustancias
que son intermediarios en el metabolismo celular. Esta gran diversidad de propiedades
quimicas de los metabolitos y los amplios rangos de concentracién en los que pueden
encontrarse en las muestras bioldgicas estudiadas, hace necesaria la utilizacion conjunta

de varias técnicas de separacion para abarcar completamente su estudio [143].

4.1. Tipos de estudios metabolomicos

Se pueden distinguir dos tipos de estudios metabolémicos, segun se realice un enfoque
dirigido o no dirigido a analizar un grupo de metabolitos determinado. Los estudios
metabolémicos no centrados en un grupo determinado de metabolitos se denominan
estudios de huella dactilar metabolémica (metabolomic fingerprinting) cuyo objetivo es
identificar el mayor nimero de metabolitos posible en una muestra con el fin de
clasificar los fenotipos asociados a un estado concreto, por ejemplo en el estudio de una
enfermedad, basandose en un patron de metabolitos. Pueden emplearse una amplia
variedad de muestras bioldgicas con este fin, tales como orina, plasma/suero,
tejidos/células, y la saliva. Este enfoque puede ser, ademas, utilizado como una
herramienta de diagnostico para evaluar el estado de enfermedad por la comparacion de
los perfiles metabolomicos de controles sanos y pacientes de enfermedades, o para
monitorizar el éxito de un tratamiento particular [144]. Los estudios metabolémicos no
dirigidos son, por lo tanto, los mas interesantes y adecuados para el descubrimiento de
nuevos biomarcadores. En el caso de los estudios metabolomicos dirigidos, conocidos
normalmente como estudios de perfil metabolémico (metabolomic profiling), el enfoque
se limita al estudio un conjunto predeterminado de metabolitos relacionados con una via
metabolica especifica [145, 146]. En este enfoque, los metabolitos diana se seleccionan
de antemano y se evallan a través de métodos analiticos especificos. Los avances
tecnoldgicos de los Gltimos afios han permitido aumentar el namero de metabolitos que

se puede cuantificar de forma simultanea.
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4.2. Flujo de trabajo en metabolomica

Un experimento metabolémico consta normalmente de tres partes: 1) adquisicion y
preparacion de la muestra, 2) separacion y deteccion de los metabolitos, 3) obtencién y
analisis de datos.

4.2.1. Adquisicion y preparacion de la muestra

Los metabolitos se puede medir en una gran variedad de muestras diferentes como
tejidos, fluidos bioldgicos (sangre, orina, saliva, liquidos extravasculares, etc.), y
cultivos celulares [147]. En el transcurso de un analisis metabolomico de muestras
bioldgicas 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 [148]. La preparacién de la muestra por lo general implica
la extraccion y enriquecimiento de los metabolitos en un disolvente organico en el caso
de que estos sean extraidos de la muestra original o bien la eliminacion de las proteinas
y la matriz si el analisis metabolomico se realiza sobre la propia muestra. En general,
cualquier paso previo de tratamiento de las muestras que se incluya antes de su analisis
se traducira en un cierto grado de pérdida de muestra por lo que es necesario seleccionar
cuidadosamente el protocolo de preparacion adecuado para limitar los pasos de pre-

tratamiento y minimizar las pérdidas [149, 150].

4.2.2. Separacion y deteccion de metabolitos

Una vez realizada la preparacion de la muestra sera necesario, al igual que ocurre en la
protedmica, llevar a cabo la separacion y el analisis del conjunto de metabolitos que
componen la muestra a estudiar. Como se indicé anteriormente, la gran variabilidad en
las propiedades fisico-quimicas de los metabolitos tales como polaridad, solubilidad, y
la volatilidad, asi como la amplitud de su rango dindmico de concentraciones requiere el
uso combinado de varias técnicas. Las dos principales plataformas de analisis utilizadas
en metabolomica son la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de
masas (MS) [151, 152]. Ambas técnicas son capaces de llevar a cabo de manera
reproducible la medicion de un gran nimero de metabolitos en una muestra dada. El
andlisis detallado del conjunto de técnicas utilizadas en los estudios metabolémicos que

derivan del uso de RMN y MS se realiza en el apartado 4.3.
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Potenciales biomarcadores

— identifcados
T & 1. Adquisicién y preparacion 8
K- de la muestra #J

2. Separacioén e identificacion de metabolitos 3. Recogida y andlisis de datos

Figura I_10. Esquema de las fases que componen un flujo de trabajo metabolémico.

4.2.3. Obtencion y analisis de datos

El andlisis metabolomico de una muestra genera grandes cantidades de datos que
requieren una correcta interpretacion. Idealmente, los programas de analisis de datos
deben ser capaces de eliminar el ruido de los espectros, identificar adecuadamente que
metabolito corresponde a cada pico cromatografico y realizar una correcta alineacion de
los picos correspondientes a un mismo compuesto en varias muestras sucesivas [153,
154]. Aunque existen varios programas comerciales libres disponibles para automatizar
este proceso [155], generalmente la mayoria de equipos generan datos que pueden ser
leidos s6lo con programas propios del fabricante del instrumento. EI reconocimiento de
patrones que se obtienen en los estudios metabolémicos requiere el uso de herramientas
estadisticas como el analisis de componentes principales (ACP) y el andlisis
discriminante para identificar el patron espectral de cada grupo en estudio y las
intensidades de los metabolitos en cada muestra. Después de la identificacion y
cuantificacion de cada metabolito en la muestra debe realizarse un anélisis estadistico
multivariante para determinar que metabolitos se encuentran en diferente concentracion
entre los grupos experimentales. Es necesario considerar el error sistematico que puede
ser introducido debido a pequefias variaciones en las condiciones experimentales, en lo
referente a la preparacion de las diferentes muestras, e instrumentales, donde la pequefia
variacion de algun parametro puede dar lugar a diferencias significativas. En muchos

casos, el uso rutinario de estandares internos para normalizar los conjuntos de datos
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permite conocer y contrarrestar, si existiera, errores de desviacién instrumental como

puede ser la variacion en los tiempos de retencion.

Hidrofilico Puftstekles
Azlcares
Acidos carboxilicos
volatiles Aldehidos
Cetonas
Glicoles Acidos grasos Antibidticos
Flavonoides
Alcoholes Vitaminasliposolubles
Azlcares TMS
derivados Aminas aromaticas
Fosfolipidos
Aceites esenciales Triglicéridos
Esteres aromaticos
Hidrocarburos
Metil ésteres de
acidos grasos
Hidrofébico
GC LC

Figura I_11. Las caracteristicas fisico-quimicas de los metabolitos presentes en la muestras condicionan
las técnicas necesarias para su determinacién.

4.3. Principales plataformas de analisis metabolomico

4.3.1. Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica de analisis espectroscopico en
la que los nacleos atémicos de los compuestos a estudiar se alinean gracias a la
aplicacion de un campo magnético constante para posteriormente perturbar este
alineamiento con el uso de un campo magnético alterno, de orientacion ortogonal. El
espectro de RMN resultante es una coleccion de picos a posiciones e intensidades
diferentes y caracteristicas de cada compuesto que permiten su identificacion [156].
Entre las ventajas que presenta la RMN se encuentran su capacidad para detectar
multiples metabolitos en un solo experimento [157], el tratarse de una técnica que no
destruye la muestra durante el analisis, a diferencia de la espectrometria de masas (MS),
y que no requiere preparacion previa de la muestra. Permite ademas, obtener
informacion estructural que puede facilitar la identificacion de un metabolito

desconocido. Como desventajas de esta técnica figuran su baja sensibilidad y resolucion
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espectral, lo que supone su escasa capacidad para determinar metabolitos que se
encuentran en baja concentracion, lo que le ha restado interés para su aplicacion en

experimentos metaboloémicos frente a las técnicas basadas en MS [158].

4.3.2. Cromatografia liquida/espectrometria de masas (LC-MS)

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS), empleando una
ionizacion por electrospray (ESI) como fuente de ionizacion, constituye la plataforma
mas utilizada en la actualidad para el analisis metabolomico [159, 160]. Su popularidad
se debe a su gran versatilidad, que permite el analisis de una amplia variedad de
moléculas. Ademas, a diferencia de los que ocurre con la cromatografia de gases (GC),
no es necesaria la volatilidad de la muestra por lo que su derivatizacion previa al
analisis no es necesaria disminuyendo de esta manera las pérdidas de muestra
secundarias a su pre-tratamiento. Los equipos LC-MS permiten una mayor cobertura de
metabolitos, atendiendo a sus distintas caracteristicas fisico-quimicas que los equipos de
GC-MS (Figura 1_11). Recientemente, se ha desarrollado un nuevo tipo de LC llamado
cromatografia hidrofilica de interaccion (HILIC) que permite analizar los compuestos
polares no analizables mediante la LC convencional [161]. A pesar de sus ventajas,
HILIC tiene claras desventajas que incluyen una mala reproducibilidad, con variacién
en los tiempos de retencidn cuando se analizan maltiples muestras. EI amplio rango de
caracteristicas fisico-quimicas de los metabolitos que pueden analizarse mediante LC ha
hecho que surjan alternativas especificas para compuestos de determinada naturaleza
como es el caso de la ionizacion quimica dinamica (APCI) para los compuestos no
polares tales como lipidos. Los analizadores mas comunes que se utilizan en los
estudios metabolomicos son el cuadrupolo, la trampa i6nica y el analizador de tiempo
de vuelo (TOF). Otros tipos de analizadores que se pueden emplear son orbitrap, la

resonancia ciclotrénica de iones con transformada de Fourier (FT-ICR) y el triple

cuadrupolo (QQQ).

4.3.3. Cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC-MS)

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) es una
plataforma de uso comun en la metabolémica y constituye una excelente eleccion para
el analisis de compuestos volatiles tales como acidos grasos y acidos organicos. Debido
a que la separacion en GC se produce en funcion de sus diferentes puntos de ebullicion,
es necesario que los metabolitos a separar sean volatiles y estables térmicamente. En la

mayoria de los casos, el conjunto de metabolitos presentes en una muestra no va a

55



Introduccién

cumplir estas condiciones por lo que es necesario realizar la derivatizacion previa de la
muestra antes del analisis. Entre los reactivos de derivatizacion mas utilizados se
encuentran el BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) y el MSTFA (N-metil-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida) [149, 162-165]. La reaccion de derivatizacion es un
paso que puede dar lugar la formacion de productos secundarios que darén lugar a
analisis cualitativos y cuantitativos erréneos. Por ejemplo, en el caso de los
monosacaridos la derivatizacion conduce a multiples picos perteneciente a cada
compuesto individual del azlcar. Esto se evita mediante la introduccion de un paso
previo de oximacion antes de sililacion, que disminuye el namero de picos obtenidos
para cada monosacarido. A diferencia de lo que ocurre cuando se emplea LC-MS, la
introduccién de un paso de pre-tratamiento previo de la muestra puede resultar en la

pérdida de parte de la muestra lo que constituye la principal desventaja de GC-MS.

Una de las méas aspectos Utiles cuando se usa la GC-MS para los estudios
metabolomicos es la existencia de bibliotecas de espectros de masas que facilitan la
labor de identificacion de los metabolitos que componen la mezcla. La GC posee,
ademas, un poder de resolucion mucho mayor que la LC con tiempos de retencion mas
robustos y reproducibles. Sin embargo, GC-MS tiene rango de masa limitada y el ion
molecular a menudo no se detecta debido a la fragmentacion, lo que dificulta la
identificacion de compuestos desconocidos. Recientemente, han surgido estrategias
alternativas para mejorar la separacion y la sensibilidad de mezclas complejas de
metabolitos como los cromatografos de gases bidimensionales GCxGC, que separan las
muestras complejas, desviando cada metabolito de una primera columna de CG a un

segunda columna GC.

4.4. Estudios metabolomicos previos

Con el desarrollo de las técnicas de espectrometria de masas han aparecido los primeros
estudios metabolomicos en el campo de las enfermedades cardiovasculares. Asi se han
descrito disminuciones en los niveles de acido citrico, 4-hidroxiprolina, acido aspartico
y la fructosa, y niveles aumentados de lactato, urea, glucosa, y valina de en plasma de
pacientes con SCASEST mediante GC-MS [166]. En pacientes con PMI se
identificaron mediante MS siete metabolitos alanina, &cido aminoisobutirico,
hipoxantina, isoleucina/leucina, &cido maldnico, treonina, y trimetilamina N-Oxido
elevados a los diez minutos del inicio de la isquemia y otro seis nuevos metabolitos 1-

metilhistamina, colina, inosina, serina, prolina y la xantina a los 60 minutos [167].
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En modelo animal de ratas con aterosclerosis, empleando cromatografia liquida ultra
rapida acoplada a un espectrometro de masas TOF (UFLC/MS-IT-TOF) fueron
identificados 12 metabolitos como posibles marcadores bioldgicos en plasma y 8 en
orina. La concentracion de leucina, fenilalanina, triptéfano, acetilcarnitina,
butirilcarnitina, propionilcarnitina y espermina estaba disminuida en el plasma, y 3-O-
metil-dopa, etil N-2-acetil-L-argininato, glucuronato, leucilprolina, N-6-(N-
treonilcarbonil)-adenosina y acido metil-hipurico se vieron disminuidos en la orina
[168].

Los cambios metabdlicos asociados a la aterosclerosis también han sido investigados
mediante RMN y GC-MS [169]. Asi, se han descrito alteraciones en metabolitos tales
como el glutamato, alfa-cetoglutarato, succinil CoA, 4-OH-prolina, 2-hidroxibutirato, la
creatinina, el piruvato, oxalacetato, malato, glicolato y 2,3,4-trihidroxibutirato. Se han
encontrado también posibles marcadores de isquemia como la glucosa, lactato, acidos
grasos libres, cuerpos cetdnicos totales, 3-hidroxibutirato, piruvato, leucina/isoleucina y
el glutamato cuyas concentraciones son mas bajas en estados de pre-isquemia [169].
Igualmente se han descrito algunos metabolitos del ciclo del &cido citrico disminuidos
en la 1AM [170].

Los perfiles metabolémicos basados en la MS cuantitativa también se utilizaron para
estudiar la heredabilidad de la enfermedad coronaria prematura en personas no
afectadas por enfermedad arterial coronaria (EAC), pero que tenian miembros de la
familia afectados [171]. Se observo patrones de heredabilidad en los niveles de
aminodacidos tales como arginina, ornitina, alanina, prolina, leucina/isoleucina, valina,
glutamato/glutamina, fenilalanina y glicina y é&cidos grasos libres, tales como
araquidonico, linoleico palmitico, y acilcarnitinas. Esto indicaria que los procesos
metabolicos podrian estar controlados genéticamente, lo que implicaria una correlacién

entre genotipo y fenotipo en las familias con EAC.

Por otra parte, un perfil metabolémico compuesto por dicarboxiacilcarnitinas obtenido
mediante GC-MS fue predictivo de eventos cardiovasculares mayores en los pacientes y
las diferencias mas significativas persistieron después del ajuste por factores de riesgo
de EAC [172]. Mediante RMN se estudiaron los cambios de 24 metabolitos pre-
seleccionados en pacientes con fibrilacion auricular. Se encontraron aumentados

significativamente el beta-hidroxibutirato, aminoacidos cetogénicos y glicina, lo que
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sugiere un papel patolégico de los perfiles de cuerpos cetdnicos en esta enfermedad
[173].
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Objetivos

Daria todo lo que sé por la mitad de lo que ignoro
René Descartes

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral consiste en establecer perfiles
protedmicos y metabolomicos que nos permitan conocer mas profundamente la
fisiopatologia del SCA mediante el estudio diferencial de proteinas y metabolitos en
plasma de pacientes con SCA frente a controles sanos. Se trata de buscar nuevas dianas
que puedan servir para ampliar el conocimiento de los mecanismos moleculares
implicados en el SCA y al mismo tiempo poder descubrir nuevos biomarcadores de
enfermedad que puedan ser utilizados con valor diagndstico y/o pronéstico en la

practica clinica, para lo cual planteamos los siguientes objetivos concretos:

1. Estudiar la expresion diferencial de proteinas en plasma de pacientes con
SCASEST frente a controles sanos mediante electroforesis bidimensional diferencial
en gel (2D-DIGE) utilizando técnicas de deplecion y ecualizacion de proteinas

mayoritarias.

2. ldentificar mediante espectrometria de masas (MS) las proteinas
diferencialmente expresadas en plasma deplecionado y ecualizado de pacientes con

SCASEST frente a controles sanos.

3. Estudiar la posible existencia de un perfil protedmico caracteristico en plasma de
pacientes con SCACEST mediante el estudio de expresion diferencial de proteinas
frente a controles sanos mediante 2D-DIGE utilizando técnicas de deplecion de

proteinas mayoritarias.
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4. ldentificar mediante MS las proteinas diferencialmente expresadas en plasma
deplecionado de pacientes con SCACEST frente a controles sanos.

5. Realizar un estudio metabolémico de plasma completo y de acidos grasos en
plasma de paciente con SCASEST frente a controles sanos mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

6. Identificar y conocer la implicacion de los metabolitos expresados
diferencialmente en plasma de pacientes con SCASEST en las diferentes rutas
metabdlicas del organismo para poder establecer su relacion con el desarrollo del
SCA.

7. Validar los resultados obtenidos en la identificacion de proteinas
diferencialmente expresadas mediante técnicas complementarias: inmunodeteccion y

monitorizacion de reaccion seleccionada (SRM).

8. Validar los resultados obtenidos en el estudio metabolémico diferencial
mediante GC-MS.
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Material y Métodos

Todo nuestro conocimiento arranca del sentido, pasa al entendimiento
y termina en la razon
Immanuel Kant

1. ANALISIS PROTEOMICO DEL PLASMA

1.1. Seleccion de pacientes y obtencion de las muestras

La seleccion de pacientes se realizo en el Servicio de Hemodinamica del Hospital
Virgen de la Salud, SESCAM (Toledo). Se establecieron tres grupos experimentales; 1)
pacientes con sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST en el
electrocardiograma (SCASEST), 2) pacientes con sindrome coronario agudo con
elevacion del segmento ST en el electrocardiograma (SCACEST) y 3) controles sanos.
La inclusion de los pacientes en cada uno de los grupos fue llevada a cabo por el Dr.

José Moreu, Jefe del Servicio de Hemodinamica.

Controles sanos (n=30) Pacientes SCASEST (n=30) Pacientes SCACEST (n=30)

Datos personales
Media de edad 64.2+115 68.3+9.8 67.1+8.7
Sexo % (Hombre/Mujer) 48/52 77123 79/21

Factores de riesgo

Fumadores 8% 28% 31%
Ex-fumadores 8% 24% 22%
Diabetes melitus 4% 16% 24%
Dislipémia 16% 67% 56%
Hipertension 40% 64% 72%
Enfermedad renal 0% 10% 10%

Datos bioquimicos

Colesterol total (mg/dL) 182 + 37 165 + 27 172+ 28
LDL (mg/dL) 103 + 36 99 + 28 109 + 31
HDL (mg/dL) 50 +12 49+8 47+9
Triglicéridos (mg/dL) 123 +50 144 + 59 161 + 43
Antecedentes

SCA previos 0% 24% 12%
Estatinas 0% 48% 34%

Tabla MM _01. Caracteristicas basales de los individuos incluidos en el estudio en los tres grupos
experimentales. Los datos cuantitativos de las variables bioquimicas se expresan como medias de grupo
junto con su desviacion estandar. El tratamiento con estatinas se refieren a tratamientos recibidos por el
paciente, previos al evento actual.
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Se tomaron como criterios de exclusion las enfermedades inflamatorias o tumorales, las
alteraciones de la coagulacion, la existencia de cardiopatias significativas sin relacion
con la enfermedad coronaria o sus factores de riesgo (valvulopatias, afectaciones
pericardicas o miocardiopatias), exceptuando la hipertrofia secundaria del ventriculo
izquierdo debida a hipertensién, tratamientos cronicos, excepto el de cardiopatia
isquémica y sus factores de riesgo, angiogramas coronarios normales, fracciones de
eyeccion menores de 0.45, asi como haber sufrido traumatismos mayores, eventos
tromboembolicos, revascularizaciones o haber sido sometido a cirugia en los seis meses
previos al inicio del estudio. Dentro del grupo control se incluyeron 30 voluntarios
sanos con arterias coronarias normales y hasta dos factores de riesgo cardiovascular que
acudieron al Servicio de Hemodinamica por diversas razones clinicas. Todos los
voluntarios sanos y los pacientes presentaban una distribucion de sexo y edad sin
diferencias significativas entre ellos. El estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki y cuenta con la aprobacion del comité ético del Hospital Virgen
de la Salud. Todos los pacientes y controles firmaron un consentimiento informado

antes de su inclusién en el estudio.

28 ml
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ay ¢ -
ye ¥ - S A
Nk SR
Grupo control Recogida y transporte Pacientes

al laboratorio
(=2h)

Centrifugacion
3500 rpm, 10 min

l X ¢
o [0 o
o | dzp

< me >

£
B G !.40

9

Plasma

Analisis proteémico Analisis metabolémico

Figura MM _01. Representacion del proceso de obtencidn y tratamiento de las muestras. En los pacientes
con SCA la obtencion de la muestra se hizo en el momento de producirse el evento (t=0). En el grupo
control la extraccion de las muestras se llevd a cabo cuando el paciente acudié a la consulta de
Hemodinamica. En todos los casos el procesamiento de la muestra se realiz6 en un tiempo inferior a 2
horas.
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En todos los casos la recogida de muestra de los pacientes se realiz6 en un intervalo
inferior a 12 horas tras producirse el evento coronario. Se recogieron 28 ml de sangre en
tubos estériles de EDTA (BD Microtainer®) que fueron enviados inmediatamente al
laboratorio de Fisiopatologia Vascular del Hospital Nacional de Parapléjicos, SESCAM
(Toledo) y procesados en un tiempo inferior a 2 h para evitar el deterioro de la muestra.
Un tubo de 7 ml de cada una de las muestras se centrifugd a 1300xg (5810R,
Eppendorf) durante 10 min a temperatura ambiente para obtener el plasma que se
guardo en alicuotas de 500 pl a -80 °C hasta su estudio (Figura MM_01).

1.2. Deplecion de las proteinas mayoritarias del plasma

Para llevar a cabo la deplecién de las proteinas mayoritarias del plasma, utilizamos el
sistema Multiple Affinity Removal System (MARS, Agilent Technologies). Este sistema
estd basado en una columna de afinidad Multiple Affinity Removal Column (MARS Hu-
14, 4,6mm x 50mm) capaz de retener entre un 97.5% y un 99% de las 14 proteinas mas
abundantes del plasma (Figura MM_02) que constituyen el 94% del contenido proteico
total, ya que contiene una serie de anticuerpos policlonales con especificidad para unirse
a estas proteinas. Para realizar la deplecion de proteinas mayoritarias se utilizaron
ademas dos tampones comerciales (tampones A y B, Agilent Technologies). El tampdn
A, es un tampon fosfato de pH neutro indicado para realizar los pasos de carga de
muestra, equilibrado y lavado de la columna, mientras que el tampon B, con urea y de
pH acido, estd indicado para conseguir la elucion de las proteinas mayoritarias

retenidas.

La deplecidn de las proteinas mayoritarias se llevo a cabo mediante cromatografia de
alta eficacia (HPLC) con un cromatografo HPLC 1200 series (Agilent Technologies)
dotado de un inyector manual (9725i, Agilent Technologies) y con un loop de 200 pl.
Tanto la inyeccion de la muestra como los pasos cromatograficos seguidos se realizaron
siguiendo las especificaciones de la casa comercial. Brevemente, 20 ul de plasma
humano se diluyeron en una proporcion 1:3 en tampén A (60 pl) y el plasma asi diluido
se inyecto en el sistema cromatogréafico aplicando un flujo de 0,125 ml/min de tampdn
A durante los primeros 9.5 min. La fraccidon no retenida de proteinas, correspondiente a
las proteinas minoritarias, eluyo entre los minutos 4.5 y 8. Esta fraccion fue recogida y
almacenada a -80°C hasta su estudio. Después del minuto 9.50 el flujo de fase movil

paso a ser de 1 ml/min. En el minuto 11.50 se produjo un cambio de fase mévil hasta un
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100% de tampon B manteniéndose el flujo de 1ml/min durante 4.5 min.

ulgG Proteina Deplecién en Deplecién en
. suero (%) plasma (%)
u Haptoglobina

Transferrina ; Albumina 99.9 99.9
Haptoglobina 99.0 98.9
HlgA | Transferrina 99.7 99.9
o 1gG 99.9 99.9
w al-Antitripsina W 1A 99.9 99.9
Fibrinogen al-Antitripsina 99.7 99.5
o . a2-Macroglobulina 99.6 99.3
Albamina al-Glicoproteina 99.0 99.0
Apolipoproteina Al 99.2 98.5
Apolipoproteina All 98.0 98.0
Complemento C3 99.0 99.0
IgM 99.7 99.5
Transtiretina 98.3 97.5
Fibrindgeno N/A 97.6

W al-Glicoproteina

w Apolipoproteina All
Complemento C3 V

w Transtiretina
a2-Macroglobulina

lgM

Apolipoproteina Al ‘ ' Fraccién minoritaria
de proteinas

Figura MM_02. La utilizacién de la columna MARS Hu-14 (Agilent Technologies) permite eliminar el
94% del contenido proteico total del plasma correspondiente a las 14 proteinas mayoritarias.

Este paso permitié la elucién de la fraccion retenida de proteinas, correspondiente a las
catorce proteinas mayoritarias. Seguidamente, un nuevo cambio de fase movil hasta un
100% de tampon A en el minuto 16 consiguidé la regeneracion de la columna,
equilibrandola en un Gltimo paso cromatografico de 9 min, completando un ciclo total
de 25 min (Figura MM _03). Tras cinco ciclos cromatograficos (equivalentes a 100 pl de
plasma) las fracciones no retenidas de proteinas que fueron recogidas por separado se
pasaron a tubos concentradores (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit 5KDa,
Millipore), que fueron centrifugados a 2700xg (5810R, Eppendorf) durante 25 min. A
continuacion, se eliminaron los restos de tampén A, pasando las muestras concentradas
a un tampén con bicarbonato amoénico (AMBIC, 65 mM), para lo cual se realizaron 4
lavados en los mismos tubos concentradores. Cada uno de los ciclos de lavado consistié
en afiadir 4,5 ml de tampdn AMBIC y repetir los pasos de centrifugacion hasta dejar un
volumen de 250-500 pl de muestra cada vez. Las muestras concentradas contenidas en
el nuevo tampédn bicarbonato se cuantificaron por el método de Bradford [174]. Una vez
realizada la cuantificacién, las muestras fueron dializadas durante 24 h en una tampén
de EDTA 0,1 mM y posteriormente liofilizadas durante 15-18 h.
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Figura MM_03. Esquema representativo del proceso de deplecion de proteinas mayoritarias del plasma
utilizando una columna MARS Hu-14 (Agilent Technologies) en un sistema HPLC 1200 series (Agilent
Technologies). 20 ul de muestra diluidos 1:3 con tampdn A se inyectaron en la columna. La fraccion de
proteinas mayoritarias (H) interacciona con los anticuerpos de la columna quedando temporalmente
retenidas mientras que las proteinas minoritarias (L) fueron eluidas.

1.3. Ecualizacion de las proteinas mayoritarias del plasma

La tecnologia ProteoMiner (BioRad) permite la ecualizacion de las proteinas presentes
en una muestra mediante su union selectiva a hexapéptidos especificos, que actian de
ligandos para las proteinas de las muestras (Figura MM _04). Esta tecnologia permite
por tanto reducir el rango dindmico de concentracion en diversos tipos de muestras,
como plasma y suero, disminuyendo la concentracion de las proteinas mas abundantes y
enriquecerlas en proteinas menos abundantes, de cara a una identificacion de estas
Gltimas, como paso previo a un posterior analisis protedbmico ya que estas proteinas
menos abundantes son potencialmente de gran interés para el descubrimiento de nuevos
biomarcadores de enfermedad.

La columna de ecualizacion se centrifug6 en primer lugar durante 1 min a 1000xg para
eliminar el liquido que contienen. Posteriormente se afiadieron 200 ul de tampén de
lavado, se rotaron 5 min y se centrifugaron durante 1 min a 1000xg. Se cargaron 200 pl
de plasma de las muestra y se mantuvo rotando durante 2 h a temperatura ambiente para

permitir la union de las proteinas a sus hexapéptidos especificos. Para eliminar el
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exceso de proteina se hicieron dos lavados consecutivos, el primero con tampon de
lavado y el segundo con agua desionizada con 200 ul en cada caso. A continuacion se
Ilevo a cabo la elucion de las proteinas enlazadas a los hexapéptidos afiadiendo 20 pl de
los reactivos de elucion 1, 2, 3y 4 a la columna. En cada caso la adicién de reactivo se
realiz6 por duplicado, con una suave agitacion de 10 min y recogiendo el eluido tras 1
min de centrifugacion a 1000xg. Finalmente todas las fracciones eluidas se recogieron

en un mismo tubo eppendorf y fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.

Muestra Lavado Elucién
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|
".0 Proteinas
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abundante 2-Plasma completo
3-Fracccion de proteinasno retenida
4-Fraccion de proteinas en exceso
5-Fraccion de proteinas ecualizadas

Figura MM_04. Esquema representativo del proceso de ecualizacion de proteinas mayoritarias del
plasma utilizando la tecnologia ProteoMiner (BioRad). Mediante la union selectiva de las proteinas a sus
hexapéptidos especificos se consigue la disminucién del rango dinamico de concentracion permitiendo
enriquecer la muestra de las proteinas menos abundantes.

1.4. Electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)

1.4.1. Marcaje de las muestras

Previo al marcaje, todas las muestras fueron procesadas con el kit comercial 2D Clean-
up (GE Healthcare) para eliminar posibles impurezas que interfirieran en su analisis
tales como detergentes, sales, lipidos y acidos nucleicos. Para ello, a un maximo de 100
ug de proteina se le afadieron 300 pl de solucion precipitante y se incubd en hielo
durante 15 min. Posteriormente, se anadieron 300 pl de solucion co-precipitante, se
vortesed la mezcla y se centrifugd a 21000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 min. Tras
la centrifugacion se elimind el maximo posible de sobrenadante intentando no tocar el

pellet de proteinas visible y se repiti6 el procedimiento de centrifugacion, esta vez con
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un pulso breve, para eliminar la mayor cantidad posible de sobrenadante. A
continuacion se anadieron, nuevamente, 40 ul de co-precipitante y se repitio el paso de
centrifugacion y de eliminacion de sobrenadante. Por ultimo, se afadieron sobre el
pellet 20 ul de agua miliQ, 1 ml de tampdn de lavado (previamente almacenado a -20°C
al menos durante 1 h) y 5 ul de aditivo de lavado. Tras vortesear la mezcla se
mantuvieron los viales a -20°C durante 1 h, tiempo durante el cual se vortesearon
brevemente a intervalos de 15 min. Transcurrido ese tiempo se observo un precipitado
blanco en el vial y se repiti6 el paso de centrifugacién (14000xg, 10 min) eliminandose
tanto sobrenadante como sea posible. El pellet de proteinas obtenido mediante este
procedimiento fue resuspendido en 15 pl de tampon minimo de DIGE (urea 7 M,
tiourea 2M, 4% p/v CHAPS y Tris 3 M) para obtener una concentracién final de 8
ug/ul. Se comprobd posteriormente que el pH de cada muestra estaba comprendido
entre 8.0 y 9.0 mediante varillas indicadoras de pH Neutralit (pH 5.0-10.0). Es
necesario que las muestras se encuentren en este intervalo de pH para que la reaccion de

marcaje se produzca adecuadamente por lo que este paso resulta fundamental.

En el kit comercial del reactivo 2D-DIGE (GE Healthcare), los fluorocromos se
suministran como polvo sélido por lo que deben ser previamente reconstituidos en
dimetilformamida anhidra (Sigma-Aldrich), originando una solucion madre de
concentracion 1 mM, que sera posteriormente diluida con dimetilformamida anhidra
hasta la concentracion de la solucién de trabajo (400 pmol/ul). Tras resuspender las
muestras que se incluyeron en el experimento se prepararon alicuotas de 50 pg (10 pl)
de cada muestra, a las que se afiadieron 400 pmol (1 ul) del fluorocromo

correspondiente (Cy3 o Cy5, segun el disefio experimental).

Ademas se debe preparar un control interno que incluya todas las muestras del
experimento, para lo cual se ponen en un Unico tubo 50 ug de cada una de ellas y esta
mezcla se marco con Cy2 (afiadiendo 400 pmol del fluorocromo por cada 50 ug de
muestra que se quieran marcar). Las muestras se incubaron en hielo durante 30 min en
oscuridad, para permitir la reaccion de marcaje, que se detuvo posteriormente afiadiendo
1 pl de lisina 10 mM por cada 50 ng de muestra e incubando de nuevo en hielo durante
10 min y en oscuridad (Figura MM_05).
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Figura MM_05. Resumen esquematico del protocolo de electroforesis bidimensional diferencial en gel
(2D-DIGE).

1.4.2. Isoelectroenfoque (IEF) de plasma

Las diferentes muestras de controles y pacientes, una vez marcadas con los
fluorocromos correspondientes fueron combinadas segun el disefio experimental
previsto obteniéndose finalmente cinco viales con 150 pul de proteina cada uno (50 pl
control + 50 ul paciente + 50 pl estandar interno). A cada muestra se afadieron 7 pul de
anfolitos (IPG Buffer pH 4-7, GE Healthcare) y 4,5 ul de ditiotreitol (DTT, BioRad)
como agente reductor. El volumen de tampon de rehidratacion utilizado en cada caso
depende del tamafio de la tira gradiente de pH inmovilizado (IPG, GE Healthcare) que
se quiera utilizar. Asi, para rehidratar tiras de 24 cm las muestras se resuspendieron en
un volumen final de 450 pl. Con esta mezcla se rehidrataron las correspondientes tiras
IPG de intervalo de pH 4-7, durante la noche en una bandeja de rehidratacion
(Immobiline DryStrip Reswelling Tray, GE Healthcare). Tras la rehidratacion pasiva, se
elimind el exceso de liquido dejando escurrir las tiras brevemente sobre un papel de
filtro y a continuacién se colocaron en una bandeja especial de cerdmica (Ettan IPGphor
ceramic strip holders, GE Healthcare) que, a su vez, se situé en una unidad “Ettan
IPGphor 3” (GE Healthcare) donde se llevo a cabo el IEF a 20°C. El programa de IEF

utilizado para las muestras de plasma para tiras de 24 cm fue el siguiente: 30 min a 500
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V, 3 h hasta 3500 V (en gradiente), 3 h a 3500 V, 3 h a 6000 V (en gradiente), hasta
69000 V/h totales y 500 V durante 24 horas. (Figura MM_06).

1.4.3. Equilibrado

Una vez finalizado el IEF, las tiras IPG fueron equilibradas en un tampon de equilibrado
(Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, urea 6 M, 87% v/v glicerol, 2% p/v SDS y trazas de azul de
bromofenol) [175] antes de llevar a cabo la separacion de las proteinas mediante SDS-
PAGE. Este proceso de equilibrado de las tiras se realizé en dos pasos. En el primero, se
afiadié al tampon de equilibrado previamente descrito un 1% p/v de DTT para mantener
el estado reducido de las proteinas desnaturalizadas. Las tiras se mantuvieron en esta
solucion durante 20 min en agitacion a temperatura ambiente y seguidamente se elimind
el tampon lavando las tiras con abundante agua miliQ. A continuacion, se realizé el
segundo paso en el que se afiadié un 2,5% p/v de iodoacetamida (IAA, BioRad) al
tampodn de equilibrado para evitar una posible re-oxidacion de las proteinas previamente
reducidas en el paso anterior. De nuevo las tiras se mantuvieron en esta solucion durante
20 min en agitacion y se realizo un lavado final con agua miliQ. En este punto las tiras

estaban listas para la segunda dimension.

1.4.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE)
La segunda dimension se realizo siguiendo el protocolo propuesto por Laemmli [117]
con algunas modificaciones. Para aumentar la reproductibilidad se usé el sistema de
electroforesis “Ettan DALTSIiX” (GE Healthcare) para la polimerizacion de los geles que
permite polimerizar seis geles simultdneamente. Para llevar a cabo esta segunda
dimension se emplearon geles de 24 x 20 cm al 10% de acrilamida en presencia de SDS
(SDS-PAGE) para las muestras de plasma. Para ello, se emple6 Tris-HCI 1.5 M pH 8,8,
SDS 10% (p/v) y agua miliQ para obtener la concentracion de acrilamida deseada en
cada caso. Se afiadieron también APS y TEMED (BioRad) como catalizadores de la
reaccion de polimerizacion. Una vez preparados los geles, cada tira IPG se coloco
horizontalmente sobre el extremo superior del gel, evitando que quedaran burbujas
atrapadas entre la tira y la superficie del gel. La electroforesis tuvo lugar a 25°C,
aplicando en primer lugar 5 W/gel durante 20 min, seguido de 1 W/gel durante toda la
noche en presencia de “running buffer” 1X (Tris 25mM, Glicina 0,2M, SDS 3 mM).
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Figura MM_06. Resumen de la electroforesis bidimensional convencional (2DE) utilizada en la
preparacion de geles destinados a la identificacidn de las proteinas.

Una vez que se completd la segunda dimensidn los geles fueron digitalizados utilizando
un escaner de fluorescencia (Typhoon 9400 Variable Mode Imager, GE Healthcare) que
permite obtener las imagenes emitidas por cada fluorocromo por separado (aplicando
las longitudes de onda de excitacion y emision especificas de cada fluorocromo) con
una resolucion de 100 pm. Posteriormente, las imagenes fueron tratadas con el
programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare), version 7.0. Este
andlisis fue realizado en la Unidad de Protedmica del Hospital Nacional de Parapléjicos
(Toledo).

1.4.5. Tincion con plata
Para la identificacion de las proteinas que se encontraron diferencialmente expresadas
en el experimento 2D-DIGE, se prepararon geles bidimensionales que fueron tefiidos
con plata. Para ello, una vez finalizada la segunda dimensidn, se utilizo el kit comercial
Silver Staining Protein (GE Healthcare) basado en el método de Heukeshoven y
Dernick [176] para la tincidon de los geles. Durante cada etapa del protocolo de tincion
los geles permanecieron sumergidos en 250 mi/gel de la correspondiente solucién, en
recipientes de tamafio adecuado, que se mantuvieron en agitacion a lo largo de todo el
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proceso sobre un agitador orbital.

Al finalizar la electroforesis, los geles se sumergieron en solucién de fijacion (30% v/v
etanol y 10% v/v &cido acético) durante 30 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con agua miliQ antes de
aplicar la solucion de sensibilizacion (30% v/v Etanol, 5% p/v tiosulfato sodico y 6.8%
p/v acetato sodico) durante 30 min, tras lo cual se volvieron a realizar otros 3 lavados
con agua miliQ de 10 min cada uno. Seguidamente, los geles se incubaron 20 min con
una solucién de nitrato de plata 2.5% p/v en agitacion y finalmente, tras dos lavados de
1 min con agua miliQ, se incubaron los geles con una solucion de desarrollo que
contenia 2.5% (p/v) carbonato sodico y 37% (p/v) formaldehido, el cual fue afiadido
justo antes de usar. Con este Ultimo paso se consigui6 el revelado de las manchas
proteicas. ldealmente este paso de la tincion debe durar entre 4 y 6 min pero en funcion
de la concentracion de proteina utilizada el tiempo necesario puede variar. Una vez
finalizado el revelado, este se detuvo incubando los geles durante 10 min con solucién
de parada (1.46% p/v EDTA- Na,). Tras este periodo de tiempo los geles se conservaron

en agua miliQ hasta la digitalizacion de las imagenes.

Las imagenes de los geles fueron digitalizadas utilizando un densitometro (GS-800 ™
Calibrated Densitometer, BioRad) y el programa MagicScan 5.1. Tras la digitalizacion,

todos los geles empleados se almacenaron en bolsas de plastico con agua miliQ a 4 °C.

1.5. Analisis de imagenes

En primer lugar, utilizando el modulo de andlisis diferencial en gel (DIA, Differential
In-gel Analysis) se detectaron y cuantificaron las manchas proteicas de las tres imagenes
(Cy2, Cy3, Cy5) correspondientes a cada gel. Para ello, el programa utiliza un algoritmo
para la deteccién de las manchas basado en la co-deteccién de las tres sefiales
fluorescentes (2 muestras y 1 control interno) lo que permite diferenciar las sefiales de
manchas verdaderas de los artefactos del gel. Por su parte, la cuantificacion se basa en
el célculo de las relaciones entre las sefiales fluorescentes Cy3/Cy2 y Cy5/Cy2, lo que
permite tener un valor de intensidad de fluorescencia normalizado para cada mancha.
Una vez completada esta fase, los datos generados mediante el modulo DIA fueron
importados al médulo de anélisis de variacion bioldgica (BVA, Biological Variation
Analysis), que permitio el emparejamiento de las manchas detectadas entre las imagenes

de los diferentes geles del experimento para obtener después datos estadisticos sobre los
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niveles de expresion de las manchas en los diferentes grupos de estudio. En este analisis
se considerd que existia variacién cuando los niveles de expresion estaban alterados en
+50% y dicha variacion se considero estadisticamente significativa cuando se
encontraba dentro del intervalo de confianza del 95% (p<0.05) determinado por la
prueba t-Student. Por ultimo, los datos contenidos en los archivos generados por el
modulo BVA se analizaron en el moédulo de analisis de expresion diferencial (EDA
Extended Data Analysis) que con el cual se realiz6 el andlisis de componentes
principales (ACP).

HHAR AR iHae

Figura MM_07. Representacion del proceso de andlisis mediante el programa DeCyder Differential
Analysis Software v. 7.0 (GE Healthcare). (A) Deteccion de manchas en el mddulo DIA. (B)
Emparejamiento de las manchas en el médulo BVA. (C) Ejemplo de analisis jerarquico en el médulo
EDA.

76



Material y Métodos

1.5.1. Analisis de Componentes Principales (ACP)

El analisis de componentes principales (ACP) es un método estadistico cuyo objetivo es
la simplificacion y reduccion de la dimensionalidad de un conjunto de datos con
numerosas Vvariables, de tal manera que los datos transformados mantengan las
caracteristicas béasicas de los datos iniciales s6lo con una pequefia pérdida de
informacion [177]. Por tanto, se trata de encontrar una serie de componentes capaces de
explicar la mayor parte de la varianza total de las variables originales. De esta forma se
obtiene una imagen simplificada del conjunto de datos inicial, que sigue describiéndolos

en su mayor parte, pero que resulta mucho mas sencilla a la hora de interpretarlos.

Para realizar el ACP partimos de una matriz de datos (X) con N filas (observaciones) y
K columnas (variables). Esta matriz se representa en un espacio con tantas dimensiones
como variables (K dimensiones), en donde cada variable representaria un eje de
coordenadas. Cada observacion se representaria como un punto en ese espacio
multidimensional, formando una nube de puntos. Sobre este espacio, el ACP define
nuevas variables que recogen la mayor parte de la informacion (que identificamos con
la varianza) contenida en las variables originales. Cada nueva variable seria un nuevo
eje de coordenadas en el cual el valor de cada observacion seria la proyeccion del punto
sobre dicho eje [178]. EI ACP buscara los ejes mas adecuados, que seran aquellos sobre
los que se proyecte una mayor cantidad de varianza. Estos ejes (que llamaremos
componentes principales) seran una combinacion lineal de las variables originales y
deben ser independientes entre si. EI valor de la proyeccion de cada observacion en el
nuevo eje de coordenadas se conoce como “‘puntuacion” (score). Normalmente, un
anico componente principal es insuficiente para representar un conjunto grande de
datos, por lo que suelen calcularse dos o mas. El primero de ellos es el que recogera la
mayor parte de la informacion (varianza), el segundo recogera la segunda mayor parte y
asi sucesivamente. La representacion de las proyecciones de las observaciones en los
nuevos ejes de coordenadas (componentes principales) se conoce como ‘“grafico de
puntuacién” (score plot). Pero el ACP no s6lo nos aporta informacion sobre las
observaciones, sino también sobre las wvariables. Los “valores de contribucion”
(loadings) proporcionan una perspectiva de la influencia de las variables originales en
los componentes principales. Estos valores se representan en el “grafico de
contribucién” (loading plot), que nos indica qué variables estan correlacionadas, cuéles

son influyentes y cudles son responsables de los patrones detectados en las
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observaciones (Figura MM_08). De este modo, cuando la correlacion es directa, las
variables se agrupan en la misma region del “grafico de contribucion” y cuando estan
inversamente correlacionadas se sitlan en cuadrantes opuestos. La distancia con el
origen del grafico también influye (cuanto mas alejada respecto del origen, mas impacto
tiene la variable sobre el modelo). Es necesario tener en cuenta que este tipo de analisis
es extremadamente sensible a la presencia de “valores extremos o atipicos” (conocidos
como “valores fuera de control” o “outliers”), observaciones extremas que no encajan
en el modelo de componentes principales calculado. Se trata de casos complicados, ya
que pueden alterar los resultados del ACP, pero también pueden ser muy interesantes si
lo que se estd buscando son datos marcadamente diferentes. Los valores extremos o
atipicos son faciles de detectar, ya que el “grafico de puntuacion” muestra una elipse
que representa un intervalo de confianza del 95% para las observaciones que se ajustan
a la normalidad multivariante. Podemos aceptar que las observaciones que aparecen
fuera de la elipse no se ajustan a la distribucion normal y seran consideradas “valores

extremos o atipicos”.
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Figura MM _08. Ejemplo de los resultados obtenidos en un ACP calculados tomando como variables las
manchas proteicas. En el “grafico de puntuacion” (score plot, a la izquierda) se muestran los individuos y
en el “grafico de contribucion” (loadingplot, a la derecha) aparecen representadas las manchas proteicas.

1.5.2. Analisis de Patrones

El andlisis de patrones (analisis de grupos o andlisis de “cluster”) es una clasificacion no
supervisada que se basa en varias técnicas estadisticas multivariantes [178-180]. Se dice
que un método de clasificacion es “no supervisado” cuando se desconoce el nimero de

clases en que es razonable dividir las observaciones, asi como a que clase pertenece
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cada observacion. Su finalidad, por tanto, es dividir un conjunto de observaciones o
datos en grupos, de forma que los perfiles de los objetos en un mismo grupo sean muy
similares entre si y distintos de los perfiles de los objetos de grupos diferentes. Se trata
pues de un proceso para agrupar objetos similares, para lo cual es necesario definir la
similitud. Existen varios métodos matematicos para estimar la similitud, dos de los
cuales se incluyen en el andlisis de patrones con el médulo EDA de DeCyder: la
distancia Euclidea, que da mas importancia a las medidas (en valores absolutos) de las
variables y el coeficiente de Pearson, en el que tiene mas valor la tendencia que las

medidas de las variables.

- Analisis de grupos jerarquico: Se denomina método jerarquico porque crea una
jerarquia entre las clases que se construyen a partir de las observaciones. De este modo,
dado un conjunto de datos inicial donde cada elemento es una clase, se genera un arbol
jerarquico (o dendrograma) agrupando en cada etapa las dos clases ubicadas a minima

distancia.

A

Grupo 1 Grupo 2

Figura MM_09. Ejemplos de andlisis de grupos jerarquico. (A) Las manchas proteicas (eje horizontal) se
representan frente a las muestras (eje vertical). (B) Las manchas proteicas (eje horizontal) se representan
frente a los grupos experimentales (eje vertical).

El programa nos permite realizar simultaneamente la ordenacion jerarquica de las
muestras y de las manchas proteicas, de modo que obtenemos los resultados en forma
de dos dendrogramas que delimitan un espacio bidimensional en el que se representa un
diagrama de calor. Se trata de un sistema de coordenadas que representa las muestras o
los grupos experimentales en el eje vertical y las manchas proteicas en el eje horizontal,
de modo que cada coordenada del diagrama muestra mediante una escala de colores el

nivel de expresion de una mancha proteica en una muestra 0 grupo experimental
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concreto. La escala de colores que va del verde (expresion disminuida) al negro (sin
cambios de expresion) y al rojo (expresion aumentada), se representa en la esquina
inferior izquierda de cada diagrama (el color gris aparece cuando una mancha esta

ausente en una muestra).

- Analisis de grupos de k-medias: ES una herramienta disefiada para asignar los
objetos a un namero predeterminado de grupos (clusters o categorias), “K”, cuyas
caracteristicas no se conocen aln pero que se basan en un conjunto de variables
especificadas, de modo que cada objeto pertenezca a una Unica categoria (Figura
MM _10). El nimero predeterminado de grupos o categorias “K” puede ser un valor que
le indiquemos al programa (si tenemos alguna nocién del nimero de categorias en que
deberian agruparse datos), aunque DeCyder tiene una opcion que le permite estimar el
namero optimo de grupos a calcular. El objetivo de este algoritmo es poner cada objeto
en una categoria dependiendo de la similitud, que para este tipo de analisis en DeCyder
siempre se mide mediante la distancia Euclidea. La calidad de los grupos encontrados se

estima mediante el valor “q”, que varia del 1 al 100 (siendo 100 la mejor puntuacién

posible).
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Figura MM _10. Ejemplo de la representacion de los resultados obtenidos tras la clasificaciéon de los
datos mediante el algoritmo de k-medias o los mapas autoorganizativos con el médulo EDA del programa

DeCyder.
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1.6. Identificacion de proteinas mediante espectrometria de masas

El analisis por espectrometria de masas de los digeridos enzimaticos de las manchas
proteicas se llevd a cabo en la Unidad de Protedmica del Hospital Nacional de
Parapléjicos, SESCAM (Toledo).

1.6.1. Identificacion de proteinas mediante MALDI-TOF/TOF.

1.6.1.1. Digestion de proteinas en gel y preparacion de la muestra

Las manchas proteicas de los geles 2-DE empleados para la identificacion de las
proteinas diferencialmente expresadas obtenidas mediante 2D-DIGE, se cortaron
manualmente y se digirieron automéaticamente utilizando un digestor Ettan Digester
(GE Healthcare). EI protocolo de digestion utilizado fue el desarrollado por
Schevchenko y col. [181] con ligeras modificaciones: los fragmentos de gel se
redujeron con DTT 10 mM (Sigma Aldrich) en bicarbonato de amonio 50 mM (99% de
pureza; Scharlau) y se alquilaron con IAA 55 mM (Sigma Aldrich) en bicarbonato de
amonio 50 mM. Los fragmentos de gel fueron posteriormente lavados con bicarbonato
de amonio 50 mM en metanol al 50% (grado HPLC, Scharlau) y acetonitrilo al 70%
(grado HPLC, Scharlau) y secados a vacio en un Speedvac Savant DNA120 (Thermo
Fisher). A continuacion, se agregd tripsina de cerdo modificada (grado de
secuenciacion; Promega, Madison, WI, Estados Unidos) a una concentracion final de 20
ng/ul en bicarbonato de amonio 20 mM a las piezas de gel seco y la digestion se llevo a
cabo a 37°C durante la noche. Por dltimo, se afiadieron acetonitrilo acuoso al 60% y
acido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0.5% (99,5% de pureza; Sigma Aldrich) para

realizar la extraccion peptidica.

1.6.1.2. Analisis mediante MALDI-MS (/MS) y biisqueda en la base de datos

Una vez finalizada la digestion, una alicuota de 0,5 pL de cada solucion de digestion
fue depositada mediante el método de capa fina en una placa MALDI 384 Opti-TOF
123x81 mm (AB Sciex) y se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afiadi6 el mismo volumen de matriz, acido a-ciano-4-hidroxicinndmico (Sigma Aldrich)
en acetonitrilo acuoso al 60% y TFA acuoso al 0,5%, en todas las muestras en la placa
MALDI. Los espectros de MS y MS/MS se obtuvieron en modo automatico utilizando
un espectrometro de masas 4800 Plus MALDI-TOF/TOF (AB Sciex). Los espectros
fueron adquiridos en el modo de iones positivos con un laser Nd:YAG de 355 nm de

longitud de onda y a una frecuencia de 200 Hz obteniéndose entre 1000 a 2000
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espectros individuales por término medio para cada proteina. Para el analisis de
fragmentos de iones en TOF/TOF, los precursores fueron acelerados a 8 kV en la fuente
1, y seleccionados en la puerta de entrada de iones. Los iones fragmento generados por
la colision de los precursores con el aire de la cAmara de colision (CID) fueron
acelerados a 15 kV en la fuente 2 y sus masas fueron analizadas después de pasar por el
reflector de iones. El analisis automatizado de los datos de masas se realiz6 mediante el
programa informatico “4000 Series Explorer” version 3.5.3 (AB Sciex). La calibracion
interna del espectrometro de masas MALDI-TOF se realizé con dos iones de autolisis
de tripsina m/z = 842.510 y m/z = 2211.105. Para MALDI-TOF/TOF, las calibraciones
se realizaron con espectros de iones fragmento obtenidos de “Glub-fibrinopéptido”
(4700 Cal Mix, AB Sciex). Los datos procedentes del analisis MALDI-MS y MALDI-
MS/MS se combinaron mediante el programa “GPS Explorer” version 3.6 que permite
la realizacion de basquedas no redundantes en la base de datos de proteinas Swissprot
56.2 utilizando el programa MASCOT 2.2 (MatrixScience) [182], con una tolerancia de
50 ppm en el precursor, tolerancia de 0,6 Da para el fragmento y permitiendo la pérdida
de un lugar de corte. Los espectros MALDI-MS(/MS) vy los resultados de la busqueda
en la base de datos se analizaron en detalle utilizando el programa anterior. Para datos
combinados de MS y MS/MS, las identificaciones fueron aceptadas cuando el intervalo
de confianza (1.C.%) del programa “GPS Explorer” fue del 95% o superior. Ya que las
probabilidades de las proteinas y los iones obtenidos mediante motores de busqueda
diferentes no pueden ser comparadas directamente, se utilizd6 el programa “GPS
Explorer” para calcular este 1.C.% a fin de combinar los resultados de busquedas de
bases de datos de MS y MS/MS. EI valor de este coeficiente significa que la
probabilidad de que la coincidencia observada en un evento aleatorio es inferior al 5%.
Para espectros PMF, las identificaciones también fueron aceptadas cuando los 1.C.%

fueron 99% o superiores.
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Figura MM _11. Resumen esquematico del protocolo de identificacion de proteinas seguido por la
Unidad de Proteémica del Hospital Nacional de Parapléjicos.

1.6.2. Identificacion de proteinas mediante SRM

1.6.2.1. Digestion de proteinas en gel y preparacion de la muestra

Las manchas proteicas se redujeron incubandolas con DTT 100 mM (Sigma Aldrich) en
bicarbonato de amonio 50 mM (99% de pureza; Scharlau) durante 30 min a 37°C.
Después de la reduccion, se llevo a cabo la alquilacién de las proteinas con IAA 0.55 M
(Sigma Aldrich) en bicarbonato de amonio 50 mM durante 20 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se agrego bicarbonato de amonio 50 mM, acetonitrilo acuoso
al 15% (grado LC-MS, Scharlau) y por dltimo tripsina porcina (Promega) a una relacion
final de 1pg de tripsina:proteina 50ug. La digestion se mantuvo a 37°C durante la
noche, tras lo cual se afiadio acido formico al 2% (99,5% de pureza; Sigma Aldrich) y
las muestras se limpiaron empleando columnas Pep-Clean (Pierce), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los digeridos tripticos fueron secados en vacio en un
Speed-vac Savant DNA120 (Thermo Fisher) y resuspendidas en acetonitrilo al 2% y

acido férmico al 2% previo a su analisis mediante MS.
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1.6.2.2. Analisis mediante Monitorizacion de Reaccion Seleccionada (SRM)

El sistema LC-MS/MS consiste en un sistema TEMPO nano LC (AB Sciex) en
combinacion con un muestreador automatico nano LC. Se realizaron dos inyecciones
repetidas de 4.5 pl para cada muestra usando una fase movil (2% de agua, ACN/98%,
0,1% FA) con un caudal de 10ul/min durante 5 min. Los péptidos se cargaron en un
cartucho de micro-precolumna (AcclaimPepMap 100 C18,5 um, 100A; 300 um x 5mm)
para conseguir la preconcentracion y desalinizacion de la muestra. La columna
cromatogréafica empleada fue una C18 (Onyx 150x0.1mm monolitico, Phenomenex)
utilizando una fase movil A (98% de H,0/2% de ACN, 0,1% FA) y una fase movil B
(98% ACN/2% de H,0, 0,1% FA). Los péptidos se eluyeron a un caudal de 300 nl/min
con el siguiente programa de gradientes; las condiciones iniciales del 5% de fase movil
B, aument6 a 40% de B durante 40 min, de 40% a 95% de B durante 1 min y 95% de B
durante 4 min, volviendo a las condiciones iniciales (5% B) en 2 min y su

mantenimiento durante 14 min mas.

El analisis LC-MS/MS se realizd en un sistema AB/MDS Sciex 4000 QTRAP con la
fuente Q Nano Sprayll (AB Sciex). EI TEMPO nano LC y el 4000 QTRAP fueron

controlados por el programa Analyst v.1.5.1.

Todos los datos de MS y MS/MS se obtuvieron en modo de iones positivos. Se empleo
un voltaje de spray de iones de 2800V y un declustering de 80V. El interfaz de nano
flujo se calentd a 150°C y la fuente de gas y gas cortina se establecio en 20 psi,
empleandose nitrégeno en ambos casos. Se programO un método de adquisicion
dependiente de informacion (IDA) con un anélisis completo del MS (EMS), realizado
en 4000 uma/s para el perfil de iones, seguido de un experimento de resolucion de MS
mejorado (ER) a 250 uma/s. El experimento ER permitio el reconocimiento del estado
de carga mas utilizado por los criterios de la IDA para seleccionar iones precursores y
para estimar la energia de colision de fragmentos de ellos. El programa de andlisis
utilizado cred archivos que incluian todos los datos de los espectros. Estos archivos
fueron procesados por el programa ProteinPilot TM 2.0.1 (Applied Biosystems/MDS
Sciex) el cual generd automaticamente listas de picos que se buscaron en la base de

datos Swissprot versién 2010 _08 utilizando el programa MASCOT version 2.2.
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1.7. Validacion de resultados

1.7.1. Inmunodeteccion o Western-Blot

Para la validacién de algunas de las proteinas encontradas diferencialmente expresadas
en el andlisis 2D-DIGE, se emplearon grupos independientes de muestras de controles
sanos y pacientes con SCASEST o pacientes con SCACEST, segun cual fuese el grupo
de proteinas a validar. Previamente a realizar la inmunodeteccion, todas las muestras
fueron cuantificadas mediante el método de Bradford [174]. Para el caso de las
inmunodetecciones unidimensionales, 20 g de proteinas de cada una de las muestras se
mezclaron con tampén de carga (SDS al 10%, glicerol al 87%, 2-mercaptoetanol al 5%,
azul de bromofenol al 0,002% y Tris-HCI 0,5 M pH 6.8) y se calentaron a 95°C durante
5 min antes de aplicarlas en los pocillos del gel.

A continuacion, se realizo la electroforesis SDS-PAGE utilizando diferentes porcentajes
de acrilamida/bisacrilamida (entre el 8 y el 15% de acrilamida), en funcién de la masa
molecular esperada de la proteina a analizar. La electroforesis de proteinas en
condiciones desnaturalizantes se realizo segun el protocolo descrito por Laemmli [117],
en minigeles SDS-PAGE de 9x7 cm, usando el sistema de electroforesis “mini-
PROTEAN3” y/o “mini-PROTEAN-Tetra” (BioRad). Las electroforesis se llevaron a
cabo aplicando un voltaje inicial de 80V durante 5-10 min, seguido de un amperaje

constante de 25 mA/gel durante 40 min.
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Figura MM_12. Esquema de la técnica de inmunodeteccion bidimensional utilizada para la validacion de
algunas proteinas que se encontraron diferencialmente expresadas en los experimentos 2D-DIGE.
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En el caso de las inmunodetecciones bidimensionales (Figura MM_12), las
electroforesis se efectuaron empleando en este caso tiras IPG de 7 cm de intervalo de
pH 4-7. Las electroforesis se llevan a cabo empleando el sistema “mini-PROTEAN3”
y/o “mini-PROTEAN-Tetra” (BioRad), en las mismas condiciones descritas en el
apartado 1.4. Una vez finalizada la electroforesis, se llevé a cabo la inmovilizacion de
proteinas sobre membranas de nitrocelulosa (BioRad) mediante transferencia semiseca
(BioRad) durante 30 min a 20 V, utilizando tampdn de transferencia (Tris 25mM,
glicina 151.8 mM y metanol al 20% v/v). A continuacion, las membranas de
nitrocelulosa se tifieron sumergiéndolas en una solucion de Rojo Ponceau S (Sigma) al
0.2% en &cido tricloroacético 30% (p/v) y acido sulfosalicilico al 30% (p/v) durante 5
min, tras lo cual se lavan con agua destilada para eliminar el exceso de colorante y se
tomé una imagen digitalizada de cada membrana con el densitometro (GS-800
Calibrated Densitometer, BioRad). Para comprobar el rendimiento de la transferencia
los geles se tifieron con azul de Coomassie. Una vez inmovilizadas las proteinas en las
membranas de nitrocelulosa, estos se bloquean en una solucion de leche en polvo
desnatada 7.5% (p/v) en PBS/Tween20 0.1% durante toda la noche a 4°C. Tras el
blogueo, todos los pasos posteriores se realizan a temperatura ambiente y en agitacion.
Las membranas se lavaron tres veces durante 10 min con tampon de lavado
PBS/Tween20 0.1% (v/v). A continuacion las membranas se incubaron durante 1 hora
con el anticuerpo primario especifico para la proteina que queremos detectar, diluido a
la proporcién deseada en PBS/Tween20 0.1% (v/v). Tras realizar otros tres lavados de
10 min en el tampdn de lavado, las membranas se incubaron durante 45 min a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con la
enzima peroxidasa, diluido nuevamente en PBS/Tween20 0.1% (v/v) a la concentracion
adecuada. Finalmente, se repitieron los tres lavados de 10 min y se revelé utilizando el
método quimioluminiscente basado en la oxidacion del luminol por accién del peréxido
de hidrogeno, catalizado por la peroxidasa de rabano (ECL Western blotting Detection
Reagents, GE Healthcare). Las imagenes obtenidas se digitalizan nuevamente (GS-800
Calibrated Densitometer, BioRad) y se densitometraron utilizando el programa Quantity
One (BioRad) para cuantificar el nivel de expresién de las proteinas (unidades
arbitrarias de densitometria). El estudio estadistico de los datos obtenidos se realizd
aplicando el test t-Student, considerandose estadisticamente significativas las

diferencias con un valor p<0.05.
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. Anticuerpo primario . ., Tiempo de Anticuerpo secundario L Tiempo de
Proteina ) Dilucién . . . Dilucién . o
casa comercial incubacion casa comercial incubacion
Fibrin6geno gamma Abcam 1:20000 1 hora -

True blood conejo

Hemopexina (SCASEST) Abcam 1:2000 1 hora eBioscience 1:1000 45 minutos

1gG antigoat donkey HRP

Apolipoproteina E Abcam 1:500 1 hora Abcam 1:2000 45 minutos
True blood ratén

Antitrombina Il (SCASEST) Abcam 1:2000 1 hora eBioscience 1:1000 45 minutos
True blood ratén

Alfa-1-antiquimiotripsina Abcam 1:2000 1 hora eBioscience 1:1000 45 minutos
True blood conejo

Apolipproteina Al Policlonal 1:50000 1 hora eBioscience 1:1000 45 minutos
True blood conejo

Complemento C4 Abcam 1:50 1 hora eBioscience 1:10000 45 minutos
True blood conejo

Factor XIIl de coagulacion Abcam 1:1000 1 hora eBioscience 1:10000 45 minutos
True blood ratéon

Clusterina Abcam 1:1000 1 hora eBioscience 1:1000 45 minutos
True blood ratén

Antitrombina Il (SCACEST) Abcam 1:2000 1 hora eBioscience 1:1000 45 minutos
True blood conejo

Hemopexina (SCACEST) Abcam 1:200 1 hora eBioscience 1:10000 45 minutos
True blood conejo

Kallistatina Abcam 1:2000 1 hora eBioscience 1:10000 45 minutos

Tabla MM_02. Lista de proteinas validadas por inmunodeteccion. Se indican los anticuerpos primarios y
secundarios, las casas comerciales, las diluciones utilizadas y los tiempos de incubacién empleados en
cada caso.

1.7.2. Validacion de proteinas mediante SRM

1.7.2.1. Digestion de proteinas en gel y preparacion de la muestra

La digestion se realizo de acuerdo al protocolo descrito por Schevchenko et al. [181],
con ligeras modificaciones: los fragmentos de gel fueron incubados con DTT 10 mM
(Sigma Aldrich) en bicarbonato aménico 50 mM (99% de pureza; Scharlau) durante 30
min a 56°C para llevar a cabo la reduccion. Posteriormente, se alquilaron con 1AA 55
mM (Sigma Aldrich) en bicarbonato de amonio 50 mM durante 20 min a temperatura
ambiente. Los fragmentos de gel se lavaron con bicarbonato amonico 50 mM en
metanol al 50% (gradiente HPLC, Scharlau), con acetonitrilo (gradiente, HPLC,
Scharlau) y se secaron en un Speed-vac Savant DNA120 (Thermo Fisher). A
continuacion se agreg0 tripsina porcina modificada (grado secuenciacion, Promega,
Madison, WI, EEUU) a una concentracion final de 20 ng/ul en bicarbonato de amonio
20 mM. Después de la digestion a 37°C durante la noche, los péptidos se extrajeron con
acetonitrilo acuoso al 60% y 0,1% de &cido férmico (99,5% de pureza, Sigma Aldrich)

y las muestras se resuspendieron en agua con 2% de acido férmico (FA) y 2% ACN.

1.7.2.2. Analisis mediante Monitorizacion de Reaccion Seleccionada (SRM)

El sistema LC-MS/MS consistia en un nano LC TEMPO (AB Sciex) combinado con un

muestreador automatico nano LC y acoplados a un triple cuadrupolo modificado (LC-
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MS/MS 4000 QTRAP, AB Sciex). Se hicieron tres inyecciones para cada muestra (4 pl
conteniendo 8 g de proteina) usando fase mévil A (2% ACN/98% H,0, 0,1% FA) con
un flujo de 10 pl/min durante 5 min. Los péptidos se cargan en un cartucho de micro-
precolumna (AcclaimPepMap 100 C18,5 pm, 100A; 300 pmx5 mm) para preconcentrar
y desalinizar las muestras. La cromatografia liquida de fase reversa se realiz6 en una
columna C18 (Onyx Monolithic C18, 150 x 0,1 mm., Phenomenex) en gradiente de
fases Ay B (98% ACN/2% H,0, 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.

Proteinas

%
!

Intensidad

|

Tiempo de
retencion
. Ql Q2 Q3
o V—— —0—
3&\ — IR QP e g‘a—_ e |
\ / o Pty ——C—— —_—
Péptidos Cromatografia )
tripticos liquida Triple cuadrupolo

Figura MM _13. Esquema de la técnica monitorizacion de reaccion seleccionada (SRM). En el primer
cuadrupolo Q1 se selecciona el péptido precursor que sera fragmentado en la camara de colision (Q2). La
eleccion de un péptido producto de entre los generados en la cdmara de colision permitira establecer la
transicion péptido precursor/péptido producto caracteristico de cada proteina.

La columna se regeneré con un 2% de fase B durante 15 min adicionales. El
espectrometro de masas fue configurado para funcionar en modo de iones positivos con
voltaje de spray de ionizacion de 2800V y a una temperatura de calentador de interfaz
de nano-flujo de 150°C. La fuente y la cortina de gas se establecieron a 20 y 10 psi,
respectivamente utilizandose nitrégeno en ambos casos. La energia de la colision fue
optimizada para obtener la maxima eficiencia de transmision y sensibilidad para cada
transicién de SRM. El algoritmo IntelliQuan incluido en el programa Analyst 1.4.5 se
utiliz6 para calcular las abundancias basandose en las areas de pico después de

integracion.
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2. ANALISIS METABOLOMICO DEL PLASMA

2.1. Seleccion de pacientes y obtencion de las muestras

Anélogamente a lo descrito en el apartado 1.1., la seleccion de pacientes y la obtencion
de muestras para el analisis metabolomico del plasma se realiz6 en el Servicio de
Hemodindmica del Hospital Virgen de la Salud (Toledo). Se establecieron dos grupos
experimentales; 1) pacientes con sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento
ST en el electrocardiograma (SCASEST) y 2) controles sanos. La inclusion de los
pacientes en cada uno de los grupos fue llevado a cabo por el Dr. José Moreu, Jefe del
Servicio de Hemodinamica. Los criterios clinicos de exclusién fueron los mismos que
los considerados para el andlisis protedmico del plasma. Todos los voluntarios sanos
incluidos en el grupo control, asi como los pacientes con SCASEST presentaban una
distribucién de sexo y edad sin diferencias significativas entre ellos (Tabla 1). En todos
los casos la recogida de muestra de los pacientes se realizo en un intervalo inferior a 12
horas tras producirse el evento coronario. Se recogieron 28 ml se sangre en tubos
estériles de EDTA (BD Microtainer®) que fueron enviados inmediatamente al
Laboratorio de Fisiopatologia Vascular del Hospital Nacional de Parapléejicos (Toledo)
y procesados en un tiempo inferior a 2 horas para evitar el deterioro de la muestra.
Todas las muestras fueron centrifugadas a 1300xg (5810R, Eppendorf) durante 10 min a
temperatura ambiente para obtener el plasma que se guardo en alicuotas de 500 ul a -80
°C hasta su estudio metabolomico. El estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki y cuenta con la aprobacién del comité Etico del Hospital
Virgen de la Salud (Toledo).

2.2. Comparacion entre diferentes reactivos de derivatizacion

De manera rutinaria, la preparacion de una determinada muestra bioldgica para su
andlisis mediante GC/MS consta de dos pasos: en el primero, se pretende proteger los
grupos carbonilo de las moléculas para evitar la formacion de productos secundarios
que disminuirian el rendimiento de la reaccion de derivatizacion y afectarian al analisis
cuantitativo de la muestra. Para este primer paso, los reactivos mas ampliamente
utilizados en la bibliografia son el hidrocloruro de hidroxilamina (NH,OHHCI) y el
hidrocloruro de metoxiamina (CH3ONH,HCI) [164, 183-185]. El segundo paso
necesario para la preparacién de la muestra supone llevar a cabo una reaccion de

derivatizacion que consiste en proteger los grupos polares presentes y que son los
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responsables de sus elevados puntos de ebullicidn, consiguiendo por tanto disminuir
estos, y que dichos compuestos sean analizables mediante GC/MS. Para este segundo
paso, los reactivos mas ampliamente utilizados, gracias a su alto rendimiento de
derivatizacion, son el N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con el 1%
trimetilclorosilano (BSTFA+1%TMCS) y N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
con el 1% trimetilclorosilano (MSTFA+1% TMCS) [164, 183-185]. En ambos caso el
1% de trimetilclorosilano actua como catalizador favoreciendo la reaccion de

derivatizacion.

Para encontrar cual era la mejor combinacion de reactivos para el primer y segundo
paso de derivatizacion, se llevo a cabo un experimento previo al analisis metabolomico
de las muestras, en el que se utilizaron las cuatro combinaciones posibles de los
reactivos anteriormente descritos. Se empled en todos los casos el método desarrollado
por Moritz et al. [186] con pequefias modificaciones, manteniendo siempre las
condiciones experimentales y cambiando exclusivamente, en cada caso, los reactivos de

derivatizacion empleados.

2.2.1. Reactivos

El N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con el 1% trimetilclorosilano (BSTFA+1%
TMCS) se obtuvo de Supelco. ElI N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida con el 1%
trimetilclorosilano  (MSTFA+1%TMCS), el hidrocloruro de hidroxilamina, el
hidrocloruro de metoxiamina, el acetonitrilo, y la piridina se obtuvieron de Sigma-
Aldrich. El agua miliQ ultrapura utilizada fue producida por un sistema Milli-Q

ReagentWater System (Millipore).

2.2.2. Protocolo de derivatizacion de plasma

A 50 pl de plasma se afiadieron 50 pl de acetonitrilo. La mezcla se vortesed
enérgicamente durante 30 s. y se centrifugd a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10
min para precipitar las proteinas. 75 ul del sobrenadante se transfirieron a un tubo
eppendorf de 1,5 ml y se llevd a sequedad calentando a 70°C la muestra en un
termoblogue (Thermomixer comfort, Eppendorf) durante 1h. Para llevar a cabo la
proteccion de los grupos carbonilo, se afiadieron 40 pl de hidrocloruro de metoxiamina
o hidrocloruro de hidroxilamina (20 mg/ml) en piridina y la mezcla se vortesed
enérgicamente durante 1 min. La reaccidn se dejé durante 24 h a temperatura ambiente

con agitacion orbital. Transcurrido este tiempo, la reaccion de derivatizacion se llevo a
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cabo afiadiendo 20 pl de BSTFA + 1% TMCS o MSTFA+1% TMCS a cada muestra. La
mezcla se vortesed durante 30 s. y la reaccion se mantuvo durante 60 min a 70°C en un
termoblogue (Thermomixer comfort, Eppendorf). Una vez finalizada esta, la muestra se
centrifugé de nuevo a 12000xg durante 10 min para precipitar cualquier posible resto
que pudiera interferir en el analisis. Se recogieron 50 ul de sobrenadante en un nuevo

tubo eppendorf de 1,5 ml y esta muestra se inyect6 en el GC/MS (FiguraMM _14).

2.2.3. Analisis cromatografico

El equipo utilizado para el analisis metabolomico de plasma fue un cromatografo de
gases 6890N (Agilent Technologies) unido a un detector de masas de cuadrupolo simple
5975c¢ (Agilent Technologies). La columna cromatogréfica utilizada fue una HP-5MS
(5% fenilmetilsiloxano de 30m x 250um x 0,25um, Agilent Technologies). El programa
de temperaturas utilizado fue el 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 cromatogréfico de 47 min. La inyeccion de la muestra (1pul) se
realizd 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 electrénico de 70 eV,
la temperatura de la fuente de iones fue de 230°C y se escaned un rango de masas entre
50-600 u a una relacién de 0,99 scan/s (Tabla MM _03).

v v v v
NH,OHHCI NH,OHHCI CH;NH,HCI CH;NH,HCI
T*amb. 24 h T*amb. 24 h T*amb. 24 h T*amb. 24 h
v 4 [ v
BSTFA+TMCS MSTFA+TMCS BSTFA+TMCS MSTFA+TMCS
70°C, 60 min 70°C, 60 min 70°C, 60 min 70°C, 60 min
| 1V v \
j +“——> > <«
LK) ‘ N J

Figura MM _14. La comparacion directa de los resultados obtenidos utilizando las cuatro combinaciones
posibles de reactivos de derivatizacion permitié encontrar los reactivos idoneos para el analisis
metaboldmico del plasma.
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2.3. Analisis metabolomico completo de plasma

2.3.1. Reactivos

El N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con el 1% trimetilclorosilano (BSTFA+1%
TMCS) se obtuvo de Supelco. El hidrocloruro de metoxiamina, el acetonitrilo, el
pentadecanoato de metilo y la piridina se obtuvieron de Sigma-Aldrich. El agua miliQ
ultrapura utilizada fue producida por un sistema Milli-Q ReagentWater System
(Millipore).

2.3.2. Reaccion de derivatizacion

Siguiendo las condiciones de reaccion establecidas en el método desarrollado por
Moritz y col. [186] y explicadas detalladamente en el apartado 2.2.2. de Material y
Métodos, procedimos a llevar a cabo el andlisis metabolémico completo de plasma
empleando como reactivos de derivatizacion el hidrocloruro de metoxiamina vy
BSTFA+1%TMCS. Brevemente, a 50 pl de plasma se anadieron 50 pl de acetonitrilo.
La mezcla se vortesed y centrifugdé a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 min para
precipitar las proteinas. 75 ul del sobrenadante se llevaron a sequedad calentando a
70°C la muestra en un termobloque (Thermomixer comfort, Eppendorf) durante 1h. Se
anadieron 40 pl de hidrocloruro de metoxiamina (20 mg/ml) y la reaccidon se mantuvo a
temperatura ambiente durante 24 h. Finalmente, se afadieron 20 ul de BSTFA + 1%
TMCS vy la reaccion se mantuvo durante 60 min a 70°C. Una vez finalizada esta, se
anadieron 5 pl de pentadecanoato de metilo (10 ppm) utilizado como estandar interno y
la muestra se centrifugd de nuevo a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 min para
precipitar cualquier posible resto que pudiera interferir en el analisis. Se recogieron 50
ul de sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml y esta muestra se inyectd en

el GC/MS (Figura MM_15).

2.3.3. Analisis cromatografico
Las condiciones experimentales del cromatdgrafo de gases y del espectrometro de
masas para el analisis metabolémico completo de plasma fueron las mismas que se
describieron en el apartado 2.2.3. de Material y Métodos. Brevemente, el programa de
temperaturas fue el 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 (1ul) se realizé en
modo splitless 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
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adquisicion se realizo en modo SCAN con un voltaje de impacto electrénico de 70 eV,
la temperatura de la fuente de iones fue de 230°C y se escaned un rango de masas entre
50-600 u a una relacién de 0,99 scan/s. (Tabla MM_03).

Metaboloma completo

50l ACN CH;0HHCI BSTFA+TMCS
24h, T2 amb 70°C, 60 min Suis
. 70°C, B0min )
50l T o T: _ > - T > Ti —» T
plasma |/ 1 vortex30s v v v V' 4 Vortex30s v
2.12000¢g, 10 min 2.12000¢g, 10 min
3. 75 pl sobrenadante 3. 50 ul sobrenadante

Acidos grasos

Hexano

1.9ml 2%0,75ml
solucion stock 1.100°C, 60 min 1. Evap.atm N,
2.Teamb, 5min 2.60 pl hexano
R, . T T . T
v

plasma |/ v Vi Vi

Figura MM_15. Comparativa de los protocolos de preparacion de la muestra para el andlisis
metaboldmico completo de plasma y de acidos grasos en plasma.

2.4. Analisis metabolomico de acidos grasos en plasma

2.4.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados para el analisis metaboldmico de acidos grasos en plasma,
cloruro de acetilo, el estandar interno (pentadecanoato de metilo), metanol y hexano
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. EIl agua miliQ ultrapura utilizada fue producida por

un sistema Milli-Q Reagent Water System (Millipore).

2.4.2. Reaccion de transesterificacion

El proceso de preparacion de la muestra para llevar a cabo el analisis metabolomico de
acidos grasos consiste en una reaccion de transesterificacion que se realizé siguiendo el
método descrito por Lepage y Roy [187] con pequefias modificaciones. Para cada sesion
de trabajo se prepard solucion stock de reactivos nueva. Esta solucién stock incluye 1,7
ml de metanol, 100 pl de cloruro de acetilo y 100 pl de una disolucion de 100 ppm de
estandar interno. Brevemente, 50 pl de plasma se combinaron con 1.9 ml de solucion de
stock en un eppendorf de rosca de 2 ml que fue calentado a 100 °C durante 60 min en un
termoblogue (Thermomixer comfort, Eppendorf). Posteriormente se dejo enfriar a
temperatura ambiente durante 5 min, se afiadieron 0,75 ml de hexano y se vortesearon

enérgicamente durante 30 s. Este proceso de extraccion fue repetido en dos ocasiones.
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Tras cada una de ellas se recogio el sobrenadante con la ayuda de una pipeta Pasteur y
se combinaron los tres extractos en un nuevo eppendorf que fue llevado a sequedad bajo
atmosfera de nitrogeno. El residuo seco obtenido, se redisolvio con 60 pl de hexano

quedando listo para su analisis (Figura MM_15).

Preparacion de ' Derivatizacion
la muestra —_—

Separacién

I > cromatografica
Analisis
de la muestra

v

Identificacién
de metabolitos 5 _—

) : - ) (e
Tratamiento @
. . -
estadistico de datos _ ‘ u ml Q_’{f’ - ‘o“
: 'y -

Metabolitos
de interés

Figura MM_16. Resumen esquematico del protocolo empleado para la identificacion de metabolitos.

2.4.3. Analisis cromatografico

El equipo y la columna cromatografica utilizados para el analisis de &cidos grasos en
plasma fue el mismo que el descrito en el apartado 2.2.3. El programa de temperaturas
utilizado en un analisis cromatogréafico debe establecerse en funcion de la naturaleza de
los metabolitos a separar. En este caso, la rampa de temperaturas fue la siguiente: 1 min
a una temperatura inicial de 130°C seguido de una rampa de 4°C/min hasta alcanzar
178°C, después una rampa mas suave de 1°C/min hasta alcanzar 225°C y finalmente una
rampa de 40°C/min hasta alcanzar 245°C, temperatura que se mantiene durante 13 min
completandose asi un ciclo cromatografico de 45 min. La inyeccion de la muestra (1 ul)
se realiz6 en modo split con una relacion de 7,5:1. Se utilizé helio como gas portador a
un flujo de 2.7 ml/min. La temperatura del inyector y de la interfase fueron 230 y 300°C

respectivamente. La adquisicion se realizé6 en modo SCAN con un voltaje de impacto
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electrénico de 70 eV, la temperatura de la fuente de iones fue de 230°C y se escaned un
rango de masas entre 50-600 u a una relacién de 0,99 scan/s.

Comparativa reactivos Metaboloma completo Acidos grasos

CG 6890N

Temperatura de inyeccién 250°C 250°C 260°C

Volumen de inyeccion Tl 1ul 1ul

Modo de inyeccion Splitless Splitless Split 7,5:1

Flujo de gas portador Helio (1.5 ml/min) Helio (1.5 ml/min) Helio (2.7 ml/min)

Gas saver On On On

Flujo Gas saver 20 ml/min, 3 min 20 ml/min, 3 min 20 ml/min, 3 min

Temperatura del detector  280°C 280°C 280°C

Temperatura del horno 60°C, 5°C/min hasta 285°C, 60°C, 5°C/min hasta 130°C 1min, 4°C/min hasta
2 min 285°C, 2min 178°C, 1°C/min hasta 225°C,

40°C/min hasta 245°C, 13 min

MSD 5975c¢
Modo de adquisicion Scan (50-600 u)

0.99 scans/s

Scan (50-600 u)
0.99 scans/s

Scan (50-600 u)

Relacion scans 0.99 scans/s

Signal data rate 20 Hz 20 Hz 20 Hz
Energia de impacto 70 eV 70 eV 70 eV
Temp. Interfase 290°C 290°C 300°C
Temp. cuadrupolo 150°C 150°C 150°C
Temp. de lafuente 230°C 230°C 230°C
Retraso de fase movil 4.90 min 4.90 min 0 min

Tabla MM _03. Resumen de las condiciones experimentales utilizadas en el cromatografo de gases y en
el espectrémetro de masas para el anélisis cualitativo y cuantitativo de metabolitos en plasma.

2.5. Identificacion de metabolitos

Independientemente del tipo de analisis metabolomico realizado, el manejo de los
cromatogramas obtenidos de cada muestra inyectada en el equipo se realizo utilizando
el programa ChemStation (Agilent Technologies) y la identificacion de los diferentes
metabolitos se llevd a cabo por comparacién directa de los espectros de masas de cada
uno de ellos con los espectros de masas contenidos en la libreria NIST 2.0 (National
Institute of Standards and Technology) (Figura MM _17).

Inicialmente, se llevo a cabo un analisis cualitativo para la identificacion de metabolitos
por busqueda directa en libreria de espectros. Para ello, se realizaron adquisiciones en
modo SCAN, que consiste en hacer barridos entre dos masas (ej. 50-500 u.) para tener
una informacion total de la muestra a analizar. Una vez obtenidos estos cromatogramas,
los espectros de masas de cada uno de los picos cromatograficos fueron comparados con
los espectros de masas contenidos en la libreria espectral NIST 2.0. Se consideraron

como identificados todos aquellos metabolitos cuya puntuacién de identificacion fuese
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igual o superior a 60. Posteriormente, para poder encontrar los metabolitos que estaban
alterados en el conjunto de muestras del grupo de pacientes con SCASEST frente al
grupo control, se llevd a cabo la comparacion entre los perfiles cromatograficos de
ambos grupos. Para ello, se utilizaron las areas bajo la curva normalizadas de cada pico
cromatografico empleando el pentadecanoato de metilo como estandar interno. El
posterior analisis estadistico de las areas normalizadas para cada metabolito identificado

empleando el programa SPSS v15.0 permitio identificar los metabolitos alterados.

e Sewch You Look Window tisb
DrovAEEEs -

Figura MM _17. Representacion del proceso de identificacién de metabolitos mediante el programa
ChemsStation (Agilent Technologies). (A) Seleccion de las condiciones experimentales que se van a
aplicar en cada método. (B) Mddulo de analisis de datos en el cual se puede activar el motor de blsqueda
de metabolitos en la base espectral NIST 2.0. (C) Resultados obtenidos en la base espectral NIST 2.0 para
el metabolito elegido. (D) Mddulo de informacidn del metabolitos identificados.

2.6. Validacion de resultados

Para llevar a cabo la validacion de los metabolitos cuyas concentraciones se encontraron
significativamente variadas se eligié un nuevo grupo de muestras de 15 pacientes con
SCASEST vy 15 controles sanos, diferentes al empleado en los experimentos previos, y

las muestras fueron analizadas mediante GC/MS.
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2.6.1. Validacion de resultados mediante GC/MS

Las muestras empleadas durante el proceso de validacion fueron derivatizadas segun el
protocolo descrito previamente en el apartado 2.2.2. de Material y Métodos.
Brevemente, a 50 pul de plasma se afiadieron 50 pl de acetonitrilo. La mezcla se vortese6
enérgicamente durante 30 s, se centrifugd a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10
min y 75 ul del sobrenadante se transfirieron a un tubo eppendorf de 1,5 ml que se llevo
a sequedad calentando a 70°C la muestra en un termobloque (Thermomixer comfort,
Eppendorf) durante 1 h. La muestras se derivatizaron afadiendo 40 pl de hidrocloruro
de metoxiamina (24 h, temperatura ambiente) y 20 pul de BSTFA + 1% TMCS (60 min a
70°C). La muestra se centrifugd de nuevo a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10
min y se recogieron 50 pl de sobrenadante. Esta muestra se inyectd en el GC/MS
(Figura MM_15).

De manera analoga, las condiciones experimentales del cromatografo de gases y del
espectrometro de masas fueron las mismas que se describieron en el apartado 2.2.3. de
Material y Metodos. Brevemente, el programa de temperaturas fue el 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 realizdo en modo splitless 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 electrénico de 70 eV, la temperatura de la fuente de
iones fue de 230°C y se escaned un rango de masas entre 50-600 u a una relacion de
0,99 scan/s (Tabla MM _03).
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Duda siempre de ti mismo, hasta que los datos no dejen lugar a dudas
Louis Pasteur

1. Analisis proteomico de plasma deplecionado en pacientes con
SCASEST vs controles sanos

1.1. Deplecion de las proteinas mayoritarias del plasma

El primer paso para realizar el analisis protedmico del plasma consistio en aumentar la
proporcion de las proteinas menos abundantes que forman parte del conjunto de
proteinas de interés donde se pueden encontrar los posibles potenciales biomarcadores
mejorando de esta manera los resultados obtenidos previamente por la Dra. VM Dardé
mediante el uso de la columna de afinidad Multiple Affinity Removal Column (MARS
Hu-6) [188]. Para ello, utilizamos el sistema Multiple Affinity Removal System
(Agilent Technologies) en el que se basa la columna MARS Hu-14 capaz de retener
entre un 97.5% y un 99% de las catorce proteinas mas abundantes del plasma. Al igual
que ocurria con la columna MARS Hu-6, en cada ciclo cromatogréafico se obtienen dos
fracciones diferentes. La primera fraccion de proteinas minoritarias, eluidas en un
tampdn fosfato de pH neutro (tampdn A), contiene el conjunto de proteinas sobre el cual
se realizara el estudio. La segunda fraccion, eluida en un tampon con urea y pH acido
(tampon B), contiene las proteinas mayoritarias del plasma (el 94% del contenido
proteico total) que fueron retenidas en la columna. Esta fraccion se guardo a -80°C para
su posible estudio en el futuro. Cada muestra de pacientes con SCASEST, pacientes con
SCACEST vy controles sanos se depleciond de proteinas mayoritarias realizando cuatro
inyecciones sucesivas, cada una de la cuales contenia 20 ul de plasma diluidos en
proporcion 1:3 con 60 ul de tampon A. En todos los casos las primeras fracciones se
combinaron para cada muestra y asi obtener la cantidad de proteina requerida en los

experimentos posteriores (Figura R_01). Finalmente, antes de llevar a cabo la
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cuantificacion por el método Bradford [174] y el isoelectroenfoque se realizé un cambio
de tampdn a las muestras utilizando tubos concentradores que elimind el tampon A ya
que es incompatible por su alto contenido en sales, pasando las muestras a un tampdn
con bicarbonato aménico (AMBIC 65 mM).

Nolrm.

- " Serum Plasma
’\ Fraccion retenida P Y —
2500 ‘ -—
/ kDa
e
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1500 noretenida 97 - - =1
e ale =8
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, “ 3 -+
31 -
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500-1 / | 2 -~
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J | 6 —
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T T / T T \ T T
0 5 7 15 20 25 30
Suero
Proteinas minoritarias Proteinas mayoritarias 1-Marcador de peso molecular
Fraccion noretenida Fraccion retenida 2-Suero completo
3-Fracccion de proteinas minoritarias
aq 0% 4-Fraccion de proteinas mayoritarias
GD me Plasma
5-Marcador de peso molecular
94% de las proteinas 6-Plasma completo
Potenciales plasmaticas 7-Fracccion de proteinas minoritarias
biomarcadores 8-Fraccion de proteinas mayoritarias

Figura R_01. La columna MARS Hu-14 (Agilent Technologies) permite aumentar la proporcion de
proteinas minoritarias del plasma, reteniendo por afinidad las catorce proteinas mas abundantes.

1.2. Electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE)

Para realizar el estudio de expresion diferencial de proteinas en plasma de pacientes con
SCASEST frente a controles sanos se llevo a cabo un analisis de 2D-DIGE que incluia
siete pacientes con SCASEST vy siete controles sanos. El disefio experimental del
estudio esta detallado en la Tabla R_01. Segun este disefio, cada gel contiene dos
muestras diferentes, un control sano y un paciente SCASEST, y un control interno que
es un mancomunado de todas las muestras incluidas en el estudio. Se prepararon un
total de siete geles de los que se obtuvieron 21 imagenes digitalizadas, 14
correspondientes a las muestras incluidas en el estudio y 7 a controles internos. Con el
mddulo de analisis diferencial en gel (DIA, Differential In-gel Analysis) del programa
“DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare) version 7.0, se realizo la co-
deteccidn de los puntos en cada gel y se llevd a cabo su emparejamiento con el resto de

los geles y la normalizacién.
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1.2.1. Analisis Multivariante

Una vez importadas las imagenes de todos los geles al modulo DIA se detectaron 1293
manchas proteicas presentes en todos los geles del estudio. Se realiz6 una seleccion de
datos para quedarnos Unicamente con aquellas manchas proteicas cuya expresion
diferencial fuese estadisticamente significativa. Para lo cual se llevo a cabo un anélisis
estadistico mediante una t-Student (p<0.05) y se establecieron dos criterios de excusion:
las manchas proteicas debian estar presentes en el 90% de los mapas proteicos, y el ratio
medio debia ser igual o superior a £1.5. Con estos criterios se obtuvieron 14 manchas
proteicas diferenciales.

:
2 c7 P16 Cy2 estandar
:
4 Cl6 P21 Cy5
;
6 C18 P28
7 C20 P29
2 estandar
1 Pool P2
3 Pool P17
6 Pool C11

Tabla R_01. Disefio experimental del andlisis 2D-DIGE (n=7) de pacientes con SCASEST frente a
controles sanos.

1.2.2. Analisis de Componentes Principales (ACP)

En la Figura R_02 se muestran los resultados obtenidos tras el analisis de componentes
principales (ACP) del conjunto de datos filtrado (21 muestras y 14 manchas proteicas
con alteraciones estadisticamente significativas en sus niveles de expresion). En el
gréfico de puntuacion (izquierda) podemos observar que dos muestras, un control y un
paciente, no estaban correctamente clasificadas segin la primera componente principal
(PC1) lo que supone que estabamos incluyendo en el analisis dos muestras con perfiles
de expresidn atipicos respecto a sus respectivos grupos experimentales. Para evitar que
la presencia de estas muestras pudiese alterar los resultados, decidimos seleccionar un
nuevo conjunto de datos que excluyese las dos muestras con perfiles andémalos. Con

este nuevo conjunto de datos, se realizé un nuevo analisis estadistico mediante una t-
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Student (p<0.05) y siguiendo los criterios de exclusion anteriormente explicados. En

este caso, se obtuvieron 47 manchas proteicas diferencialmente expresadas. Los

resultados obtenidos con este nuevo subconjunto no muestran valores atipicos en el

grafico de puntuacion de las muestras y nos permite ver como se agrupa cada grupo

experimental (pacientes con SCASEST y controles sanos) quedando separados por la

primera componente del analisis ACP (Figura R_03).

PC2

PC2

01 005 0

005 01 015 02 025 03 035 04 045

Figura R_02. Resultados del analisis de componentes principales calculados tomando como variables las
14 manchas proteicas. En el grafico de puntuacion (izquierda) aparecen representadas las muestras. El

gréafico de contribucidn (derecha) muestra la distribucion de las manchas proteicas.
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Figura R_03. Resultados del analisis de componentes principales calculados tomando como variables las
47 manchas proteicas. En el grafico de puntuacion (izquierda) aparecen representadas las muestras. El

grafico de contribucién (derecha) muestra la distribucion de las manchas proteicas.
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1.2.3. Analisis jerarquico

El andlisis jerarquico de los resultados obtenidos en el analisis 2D-DIGE de plasma
deplecionado de pacientes con SCASEST frente a controles sanos se realizd por
duplicado. En el primer caso seleccionamos la distancia Euclidea como medida de la
similitud (Figura R_04A), para ver los grupos que se formaban segun los valores
absolutos de expresion y en el segundo caso seleccionamos el coeficiente de Pearson
(Figura R_04B), para ver si habia diferencias al clasificar segun las tendencias de
expresion. En ambos casos podemos observar un buen de agrupacién en las muestras
(como ocurria en el ACP) y también en las manchas proteicas, con una distribucion muy
similar en ambos casos. En el analisis que utiliza la distancia Euclidea para estimar la
similitud (Figura R_04A), el dendrograma se observa una correcta clasificacion de los
grupos experimentales: los controles (verde) se sitGan a la derecha del panel, y el
segundo grupo (rojo) que se situa a la izquierda del panel corresponde a los pacientes
con SCASEST. Por su parte, el dendrograma que clasifica las manchas proteicas
muestra dos grandes grupos: uno bien diferenciado que agrupa 13 manchas proteicas (en
el extremo superior del panel) y otro grupo mayor que agrupa 34 manchas proteicas que
presentaron niveles significativamente disminuidos en el grupo de pacientes con
SCASEST. Cuando utilizamos el coeficiente de Pearson como medida de la similitud
(Figura R_04B), en el dendrograma que representa las muestras aparecen de nuevo dos
grupos que son practicamente los mismos que en el caso anterior. En cuanto a las
manchas proteicas, podemos observar que aparecen dos grupos aparentemente mas
homogéneos (0 mas uniformes entre si) respecto a los grupos obtenidos mediante
clasificacion euclidea pero agrupando igualmente 13 manchas proteicas
estadisticamente aumentadas en el grupo de pacientes con SCASEST y 34 manchas

proteicas disminuidas en el mismo grupo.
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A

Figura R_04. Diagramas de calor obtenidos tras la clasificacion jerarquica de los datos. El dendrograma
horizontal muestra la clasificacion de las muestras, mientras que el dendrograma vertical corresponde a

las manchas proteicas. (A) Similaridad estimada mediante la distancia Euclidea. (B) Similaridad estimada
mediante el coeficiente de Pearson.
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1.2.4. Analisis de grupos de K-medias

Con el mddulo de anélisis de variacién biologica (BVA, Biological Variation Analysis)
del programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare) version 7.0,
se llevd a cabo un analisis de grupos de k-medias. El programa encontr6 en nuestro
conjunto de datos nueve grupos en las que repartio las 47 manchas proteicas segin sus
patrones de expresion como se puede observar en la Figura R_05. Los grupos 1, 7,8y 9
incluyeron manchas proteicas con perfiles de expresién homogéneos y, por tanto, con
un valor “q” elevado (q=52.4, 91.7, 65.7, 81.0 respectivamente). Los grupos 4 y 6
incluyeron una sola mancha proteica, mientras que el grupo 5, que incluia 9 manchas

proteicas, presentaba el valor “q” mas bajo debido a que presentaban niveles de

expresion menos homogeéneos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
1,9 524, no: 12 2,3 00 no 0 3,9 00 no 0 4, g 0.0, no: 1 5, Q0 207, no: 9 5, g 0.0, no: 1
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Figura R_05. Resultados de la clasificacion de k-medias. El programa encontrd nueve grupos (arriba, el

[P 1}

cuadro de categorias muestra sus valores “q” y el numero de manchas incluidas en cada una) en las que
repartié las 47 manchas proteicas segun sus patrones de expresién. Los gréaficos correspondientes a cada
grupo aparecen numerados.

1.2.5. Identificacion de las proteinas diferencialmente expresadas

De las 47 manchas proteicas diferencialmente expresadas que se obtuvieron del analisis
estadistico, 13 estaban aumentadas en el grupo de pacientes con SCASEST y 34 estaban
disminuidas. Para su identificacion, se prepararon geles bidimensionales de 24 cm al
10% de acrilamida empleando tiras IPG pH 4-7 que se tifieron con plata y se
compararon los patrones de proteinas que fueron recortadas de los geles para su
posterior digestion con tripsina y analisis mediante espectrometria de masas mediante
MALDI-TOF. En aquellos casos en los que se identifico la proteina queratina, esta fue
considerada como contaminacion debido a las manipulaciones de la muestra y no fue
considerada como proteina que estuviese alterada como consecuencia de la enfermedad

en estudio.
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Figura R _06. Imagen del gel master del experimento 2D-DIGE mostrando las 47 manchas proteicas
diferenciales y el nombre de las proteinas que fueron identificadas.

El analisis por espectrometria de masas de los diferentes digeridos enzimaticos de las

manchas proteicas permitié la identificacion de 34 de ellas que correspondieron a 23

proteinas diferentes de las cuales 9 estaban aumentadas en pacientes con SCASEST. La

Figura R_06 muestra el gel master del experimento 2D-DIGE con los nombres de las

proteinas identificadas cuyas caracteristicas detalladas se incluyen en la Tabla R_02.

Las proteinas cuya expresion estaba aumentada en pacientes con SCASEST fueron las

siguientes: inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4, ceruloplasmina, complemento

C1r, alfa-1-antiquimiotripsina, kinindgeno-1, beta-Ala-His dipeptidasa, vitronectina,

fibronectina y alfa-2 macroglobulina.
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N° mancha Proteina Numero de acceso ’\gii(;zt Ratio P/C MW(S':)”CO Pl teérico M\(AI/):)XD Pl exp Funcién
189 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 143 1,68 103357.43 6,51 65501 4,98 Inflamacion
193 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 91 1,76 103357.43 6,51 65295 5,01 Inflamacién
198 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 81 1,51 103357.43 6,51 65226 5,03 Inflamacion
209 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 169 171 103357.43 6,51 65158 512 Inflamacion
217 Ceruloplasmina CERU_HUMAN 100 1,52 122205.19 5,44 64849 5,18 Transporte
109 Ceruloplasmina CERU_HUMAN 163 1,56 122205.19 5,44 67216 5,34 Transporte
130 Complemento factor H CFAH_HUMAN 102 -1,69 137052.59 6,12 66942 5,45 Inmunidad
128 Complemento factor H CFAH_HUMAN 171 -1,53 137052.59 6,12 67045 5,47 Inmunidad
126 Complemento factor H CFAH_HUMAN 242 -1,63 137052.59 6,12 67113 5,49 Inmunidad
429 Complemento C1r C1R_HUMAN 225 1,59 78213.16 576 60663 5,38 Inflamacién
615a Alfa-1-antiquimotripsina AACT_HUMAN 104 3,16 47650.87 533 55105 4,94 Inflamacién
615b Kininégeno-1 KNG1_HUMAN 450 3,16 69896.70 6,23 55105 4,94 Inflamacion
629 Antitrombina-111 ANT3_PONAB 150 2,86 49039.14 5,95 54556 5,27 Coagulacion
731 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 165 -1,81 103357.43 6,51 51674 5,50 Inflamacién
578a Beta-Ala-His dipeptidasa CNDP1_HUMAN 431 1,53 56692.06 514 56477 4,68 Proteolisis
578b Vitronectina VTNC_HUMAN 221 1,53 54305.59 5,55 56477 4,68 Inmunidad
578c Alfa-1-antiquimotripsina AACT_HUMAN 131 1,53 47650.87 5,33 56477 4,68 Inflamacién
813 Fibrinbgeno gamma FIBG_HUMAN 182 -2,21 48483.03 5,24 49821 5,07 Coagulacion
909a Ceruloplasmina CERU_HUMAN 173 -2,63 122205.19 5,44 45841 5,09 Transporte
909b Apolipoproteina A-1V APOA4_HUMAN 121 -2,63 45399.06 528 45841 5,09 Transporte
885 Proteina de unién a vitamina D VTDB_HUMAN 163 -1,88 52963.65 54 47522 517 Transporte
973 Hemopexina HEMO_HUMAN 140 -2,37 51676.37 6,55 44297 5,42 Transporte
968 Proteina relacionada con el complemento factor H FHR1_HUMAN 188 -3,19 35738.20 7,1 44400 5,56 Inflamacién
955 Carboxipeptidasa N cadena catalitica CBPN_HUMAN 228 -1,58 50034.39 6,88 44743 6,19 Peptidasa
942 Alfa-2-glicoproteina rica en leucina A2GL_HUMAN 143 -2,01 34346.41 5,66 45326 4,47 Desconocida
1035 Kininégeno-1 KNG1_HUMAN 79 -1,71 69896.70 6,23 40969 4,53 Inflamacion
1093 Heparina cofactor 2 HEP2_HUMAN 103 -1,51 54960.02 6,26 36234 4,64 Coagulacién
1106 Complemento C1r C1R_HUMAN 105 -1,75 78213.16 576 35445 513 Inflamacion
1092 Apolipoproteina E APOE_HUMAN 87 -1,80 34236.68 5,52 35960 5,38 Transporte
1087 Ficolina-3 FCN3_HUMAN 127 -1,83 32902.98 6,2 36612 5,68 Inmunidad
1088 Complemento factor H CFAH_HUMAN 199 -1,93 137052.59 6,12 36509 5,83 Inmunidad
1091 Complemento factor H CFAH_HUMAN 169 -1,78 137052.59 6,12 36268 5,99 Inmunidad
1254 Antitrombina-I11 ANT3_HUMAN 138 -2,08 49039.14 5,95 21652 5,18 Coagulacion
1247 Apolipoproteina A-l APOA1_HUMAN 101 -2,68 28078.62 527 23333 5,48 Transporte
1276 Proteina de unién a retinol-4 RET4_HUMAN 80 -1,52 21071.60 5,27 17844 5,61 Transporte
1295 Kininégeno-1 KNG1_HUMAN 142 -2,37 69896.70 6,23 13452 4,68 Inflamacion
1305 Kininégeno-1 KNG1_HUMAN 143 -2,37 69896.70 6,23 11016 4,82 Inflamacién
1322 Apolipoproteina A-1V APOA4_HUMAN 204 -2,97 45399.06 5,28 7173 4,74 Transporte
598a Fibronectina FINC_HUMAN 185 1,66 259562.86 54 55654 5,98 Inflamacién
598b Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMAN 174 1,66 160809.88 5,98 55654 5,98 Coagulacion

Tabla R_02. Lista de proteinas identificadas en el experimento 2D-DIGE de pacientes con SCASEST
frente a controles sanos. La tabla incluye el nimero identificativo de cada proteina, su nombre, su nimero
de acceso en Uniprot, punto isoeléctrico (PI) tedrico y experimental, masa molecular (MW) tedrica y
experimental y puntuacién obtenida en MASCOT (Prot score). También se indican su variacion entre el
grupo de pacientes y el grupo control (Ratio P/C) y su funcion.

Por su parte las proteinas que se encontraron disminuidas en los pacientes con
SCASEST fueron: complemento factor H, inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada
H4, fibrinbgeno gamma, ceruloplasmina, proteina de unién a vitamina D, hemopexina,
proteina relacionada con el complemento factor H, carboxipeptidasa N cadena
catalitica, alfa-2-glicoproteina rica en leucina, Kkinindgeno-1, complemento Clr,
apolipoproteina E, ficolina-3, antitrombina Il1, apolipoproteina A-I, proteina de unién a
retinol-4 y apolipoproteina A-1V. Cabe destacar la existencia de siete proteinas, inter
alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4, ceruloplasmina, complemento factor H,
complemento C1r, alfa-1-antiquimiotripsina, kinindgeno-1 y apolipoproteina A-1V cuya

expresion se encontraba alterada en mas de una isoforma. Ademas encontramos cuatro
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proteinas, inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4, ceruloplasmina, kininégeno-1

y complemento C1r que se caracterizaban por presentar tanto isoformas aumentadas

como disminuidas en pacientes con SCASEST.

1.2.6. Clasificacion funcional de las proteinas

Las 23 proteinas identificadas se clasificaron segin su funcién en seis categorias

funcionales como refleja la Figura R_07:

1.

Transporte: ceruloplasmina, apolipoproteina A-IV, proteina enlazante de
vitamina D, apolipoproteina E, apolipoproteina A-1, proteina de unién a retinol-4
y hemopexina.

Inflamacion y respuesta inmune: vitronectina, ficolina 3, inter alfa tripsina
inhibidor cadena pesada H4, complemento Clr, alfa-1-antiquimotripsina,
kininogeno-1, proteina 1 relacionada con el complemento factor H,
complemento factor H y fibronectina.

Coagulacion: antitrombina 111, fibrinogeno gamma, heparina cofactor 2, alfa-2-
macrogobulina.

Proteasas: beta-Ala-His dipeptidasa, cadena catalitica de la carboxipeptidasa N.

Desconocida: Alfa-2-glicoproteina rica en leucina.

W Transporte

@ Inmunidad e inflamacion
Coagulacion

W Proteasas

i Desconocida

Figura R_07. Clasificacion de las 23 proteinas identificadas segun su funcionalidad.
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La clasificacion de las 23 proteinas en los diferentes grupos funcionales (transporte,

inmunidad e inflamacién, coagulacion, proteasas y desconocida) se realizé a partir de

datos obtenidos de la base de datos Uniprot. Tan s6lo en el caso de la alfa-2-

glicoproteina rica en leucina, esta base de datos no contenia informacion acerca de su

funcion bioldgica. Adicionalmente a su clasificacion funcional, la Tabla R_03 recoge

una breve descripcion de la funcion biol6gica indicada en la base de datos Uniprot para

cada una de estas proteinas.

Proteina

Funcién Biolégica

Ceruloplasmina

Complemento factor H

Complemento C1r subcomponente

Alfa-1-antiquimotripsina

Kininogeno-1

Antitrombina-ll

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina de la
cadena pesada H4

Beta-Ala-His dipeptidasa
Vitronectina

Fibrinogeno gamma

Proteina de unién a vitamina D

Hemopexina

Proteina relacionada con el complemento
factor H

Carboxipeptidasa N cadena catalitica

Alfa-2-glicoproteina rica en leucina
Heparina cofactor 2
Apolipoproteina E

Ficolina-3

Apolipoproteina A-I

Proteina de union a retinol

Apolipoproteina A-IV

Fibronectina

Alfa-2-macroglobulina

Glicoproteina transportadora de cobre en la sangre. Esta ademas implicada en el transporte de
hierro a través de la membrana celular

Cofactor en la inactivaciéon de C3b por el factor I. También aumenta la velocidad de disociacion del
complejo C3-convertasa y el complejo C5 convertasa en la via alternativa del complemento

Serin proteasa que se combina con C1q y C1s para formar C1, el primer componente de la via
clasica del sistema del complemento

Pertenece al grupo de proteinas de fase aguda presentando niveles plasmaticos elevados en
plasma en respuesta a procesos de inflamacién. Su funcién principal se basa en controlar la
actividad de las serinproteasas

Inhibidor de tiol proteasas, juega un papel importante en la coagulacién de la sangre. Inhibe la
trombina y la plasmina inducida por agregacién de trombocitos

Serina méas importante en la regulacion de la cascada de la coagulacién sanguinea

Funcion fisiolégica poco conocida. Puede estar implicada en las reacciones de fase aguda

Participa en la hidrélisis de diversos dipéptidos

Proteina relacionada con la adhesiéon y motilidad celular. Es reconocida por miembros de la familia
de las integrinas y sirve como una molécula de adhesién célula-sustrato

Productor de monémeros que polimerizan en fibrina y cofactor en la agregacién plaquetaria

Proteina multifuncional encontrada en plasma, fluido ascitico, fluido cerebroespinal, orina 'y en la
superficie de muchos tipos de células. En el plasma, transporta a la vitamina D e impide la
polimerizacién de la actina mediante la unién de sus monémeros

Se liga al grupo hemo y lo transporta hacia el higado, después de lo cual vuelve libre a la
circulacion

Podria estar involucrada en la regulaciéon del complemento. Se puede asociar con las lipoproteinas
y puede desempefiar un papel en el metabolismo lipidico

Protege el cuerpo de potentes péptidos vasoactivos e inflamatorios que contienen C-terminal de
Arg o Lys (como cininas o anafilotoxinas) que son liberados a la circulacién

Desconocida

Inhibidor de trombina activada por los glucosaminoglicanos. También inhibe la quimotripsina.

Media la internalizacién y el catabolismo de las particulas de lipoproteinas
Posible funcién en la inmunidad innata a través de la activacion de la via del complemento lectina

Participa en el transporte inverso de colesterol de los tejidos al higado para su excrecién

Transporta retinol desde las reservas hepaticas a los tejidos periféricos. En el plasma, el complejo
RBP-retinol interactGa con transtiretina impidiendo su pérdida por filtracién a través de los
glomérulos renales

Componente importante de HDL y los quilomicrones. Puede tener un papel en la secrecion de
VLDL y los quilomicrones y su catabolismo

Enlaza las superficies celulares y varios compuestos, incluyendo colageno, fibrina, heparina, el
ADN, y actina. Las fibronectinas estan implicadas en la adhesion celular, la motilidad celular,
opsonizacion, la curacién de heridas, y el mantenimiento de la forma celular

Inhibidor de proteasas por un mecanismo de captura y escision

Tabla R_03. Breve descripcion de la funcién biol6gica de cada una de las proteinas diferencialmente
expresadas en el experimento 2D-DIGE.
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1.2.7. Validacion de los resultados mediante inmunodeteccion

Para confirmar los datos obtenidos mediante electroforesis bidimensional diferencial de
pacientes con SCASEST vy controles sanos se empled la técnica de inmunodeteccion.
Para ello, se utilizd6 un grupo independiente de muestras tanto de pacientes con
SCASEST como de controles sanos. Las proteinas validadas fueron:

e Inmunodeteccion unidimensional: antitrombina IlI.

e Inmunodeteccion bidimensional: hemopexina, apolipoproteina E, fibrindgeno

gamma, alfa-1-antiquimiotropsina y apolipoproteina A-I.
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Figura R _08. Resultados de las inmunodetecciones en gel para confirmar alguno de los resultados
obtenidos en el analisis 2D-DIGE. La inmunodeteccion unidimensional para la antitrombina 11 mostré
bandas mas intensas en los pacientes con SCASEST que en los controles sanos. Para la alfa-1-
antiquimiotripsina, las dos isoformas diferencialmente alteradas en el experimento 2D-DIGE se
encontraron también mas intensas en los pacientes con SCASEST que en los controles sanos. En las
inmunodetecciones para la hemopexina, apolipoproteina E, fibrindgeno gamma y apolipoproteina Al se
detectaron manchas més intensas en los controles sanos que en pacientes con SCASEST. UA: unidades

arbitrarias de absorcion.

La antitrombina Ill se validé mediante inmunodetecciéon unidimensional. El analisis de

intensidad de las bandas mostrd6 un aumento estadisticamente significativo en su
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expresion en los pacientes con SCASEST frente a los controles sanos con un valor de
significacion p=0.036 (Figura R_08). En la inmunodeteccion bidimensional de la alfa-1-
antiquimiotripsina se observaron varias isoformas de la proteina. Las dos isoformas que
habian sido encontradas diferencialmente expresadas en el experimento 2D-DIGE
estaban también aumentadas en pacientes con SCASEST en la inmunodeteccion.
Ademas la magnitud de la variacion de expresion observada en la validacion fue acorde
con el valor obtenido en el experimento 2D-DIGE (2.47).

La proteinas apolipoproteina E y hemopexina fueron validadas mediante
inmunodeteccion bidimensional y en ambos casos la inmunodeteccion confirmé los
resultados obtenidos en el 2D-DIGE (-1.80 y -2.37, respectivamente) con disminuciones
en la expresion de ambas proteinas en el grupos de pacientes con SCASEST frente al
grupo control. En la proteina fibrinbgeno gamma se encontraron en la inmunodeteccion
varias isoformas, de las cuales la isoforma encontrada diferencialmente disminuida en el
experimento 2D-DIGE (-1.58) presentd también unos niveles de expresion disminuidos
en el grupo de pacientes con SCASEST confirmando los resultados experimentales
obtenidos previamente. Lo mismo ocurrid con la apolipoproteina Al en la que se
encontraron mediante inmunodeteccion bidimensional cuatro isoformas, de las cuales,
la que se encontro diferencialmente disminuida en el experimento 2D-DIGE (-2.68)

presento niveles de expresion disminuidos en pacientes con SCASEST.

1.2.8. Validacion de los resultados mediante SRM

Para la comprobacién mediante monitorizacion por reaccion seleccionada (SRM) de
algunos de los resultados obtenidos en el andlisis 2D-DIGE, se utilizé otro grupo
independiente de muestras de 15 pacientes con SCASEST y 15 controles sanos.
Mediante el programa MRM pilot (AB Sciex), se realiz6 una digestion triptica de las
proteinas y una fragmentacion tedrica de los péptidos tripticos. Las mejores parejas ion
precursor/ion producto fueron seleccionadas en cada caso para generar la lista de las
transiciones tedricas que posteriormente fueron utilizadas para realizar un experimento
MIDAS (MRM-initiated detection and sequencing). Los métodos de adquisicion
MIDAS permiten obtener espectros de fragmentacion de los iones que generan sefiales
intensas en modo SRM. Los espectros MS/MS asi obtenidos se utilizaron para
confirmar que el i6n precursor seleccionado se correspondia con las secuencias de los

péptidos que se pretendian monitorizar.
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3 (i6n fragmento
Proteina Codigo de acceso  Péptido Secuencia Q1 (carga) Q8 d )

T1 T2 T3
. - APOE_1 LGPLVEQGR 484,78 588,31 701,39 855,47
Apolipoproteina E APOE_HUMAN
APOE_2 AATVGSLAGQPLQER 749,40 827,44 898,47 1155,61
A2MG_1 FEVQVTVPK 2. 71,41 770,4: 2
Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMAN C_ Q 523,80 671, 0,48 8995
A2MG_2 NEDSLVFVQTDK 697,84 836,45 1036,57 1151,59
PR ITIH4_1 LGVYELLLK 524,33 778,47 877,54 934,56
Inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN =
ITIH4 2 ITFELVYEELLK 748,92 893,50 1006,58 1135,62
" B APOA1_1 DYVSQFEGSALGK 700,84 808,42 936,48 1023,51
Apolipoproteina A-l APOA1_HUMAN = Q
APOA1_2 VSFLSALEEYTK 693,86 853,43 940,46 1053,55
. . APOA4_1 ALVQQMEQLR 608,33 804,40 932,46 1031,53
Apolipoproteina A-IV APOA4_HUMAN — QQMEQ
APOA4_2 SELTQQLNALFQDK 817,92 835,43 948,51 1076,57
Hemapexina HEMO_HUMAN HEMO_1 NFPSPVDAAFR 610,81 775,41 862,44 959,49
HEMO_2 EWFWDLATGTMK 742,85 1022,50 1169,57 1355,65
Proteina de unién a vitamina D VTDB HUMAN VTDB_1 HLSLLTTLSNR 627,86 804,46 917,54 1004,50
- VTDB_2 VPTADLEDVLPLAEDITNILSK 789,43 1032,56 1053,55 1313,73
Ceruloplasmina CERU_HUMAN CERU_1 GAYPLSIEPIGVR 686,39 870,50 983,59 1080,64
CERU_2 EVGPTNADPVC[CAM]LAK 735,87 802,41 873,45 987,49
Vitronectina VING HUMAN VTNC_1 FEDGVLDPDYPR 711,83 875,43 974,49 1031,52
- VTNC_2 DVWGIEGPIDAAFTR 823,91 890,47 947,49 1076,54
Lo, FIBG_1 YEASILTHDSSIR 746,38 815,40 1030,48 1199,64
Fibrin6geno gamma FIBG_HUMAN -
FIBG_2 YLQEIYNSNNQK 757,37 867,40 980,48 1109,52
AACT_1 |ITLLSALVETR 7 A 775,4: 1
Alfa-1-antiquimiotripsina AACT_HUMAN CT_ S 608,3 688,40 5,43 888,5
AACT_2 LYGSEAFATDFQDSAAAK 946,44 1053,48 1124,52 1271,59
Fibronectina FING_HUMAN FINC_1 IYLYTLNDNAR 678,35 803,40 966,46 1079,55
FINC_2 SYTITGLQPGTDYK 772,39 921,47 978,49 1079,54
Kinindgeno 1 KNG1_HUMAN KNG1_1 QVVAGLNFR 502,29 606,34 677,37 776,44
KNG1 2 YFIDFVAR 515,77 492,29 720,40 867,47

Tabla R _04. Lista de proteinas monitorizadas para la comprobacion de los resultados obtenidos en el
experimento 2D-DIGE de plasma deplecionado de pacientes con SCASEST frente a controles sanos. Se
seleccionaron 2 péptidos para cada proteina, y se monitorizaron 3 transiciones por péptido. Q1, m/z
seleccionada en el primer cuadrupolo y Q3, m/z seleccionada en el tercer cuadrupolo.

A partir de una muestra que contenia todas las proteinas, se realizd una digestion
siguiendo los pasos descritos anteriormente y se analizo en el espectrometro de masas
4000 QTRAP (AB Sciex) a traves del método de adquisicion MIDAS, el cual contenia
transiciones teoricas de las proteinas de interés. Las transiciones fueron seleccionadas
cuando los tres picos coeluyentes (que correspondian a las tres transiciones del mismo
péptido) tenian una sefial 5 veces mas intensa que el ruido del experimento y los
espectros de MS/MS se correspondian con el espectro tedrico del peéptido.
Posteriormente, se comprobé que estas secuencias correspondian a péptidos
proteotipicos. Se monitorizaron un total de tres transiciones SRM por péptido para cada

muestra individual y dos péptidos por proteina.

En la Figura R_09 se muestran los resultados del analisis estadistico realizado a los
valores obtenidos en el analisis SRM de varias proteinas diferencialmente expresadas en
el experimento 2D DIGE. Se recogen en esta figura ejemplos de una transicién para

cada uno de los dos péptidos monitorizados en el proceso de validacion.
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Figura R _09. Validacién mediante SRM de algunas de las proteinas diferencialmente expresadas en el
experimento 2D-DIGE. Para cada proteina se muestra el cromatograma de una transicién para cada uno
de los dos péptidos proteotipicos seleccionados junto con la representacion grafica de los resultados de las
cuantificaciones mediante SRM vy el “valor p” obtenido en el analisis estadistico mediante t-Student para
dicha transicion.
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Las proteinas ceruloplasmina (p<0.001 y p<0.001), inter alfa tripsina inhibidor cadena
pesada H4 (p=0.019 y p=0.021), apolipoproteina E (p=0.0087 y p=0.0147), proteina de
unién a vitamina D (p=0.0208 y p=0.0237) y kinindgeno-1 (p=0.0007 y p=0.0163),
mostraron diferencias estadisticamente significativas en ambos péptidos tras realizar el

analisis estadistico mediante t-Student.

Las proteinas hemopexina (p=0.0277 y p=0.0591) y apolipoproteina A-1V (p=0.0173 y
p=0.1518), mostraron diferencias significativas en uno de los dos péptidos
monitorizados. En el caso concreto de la hemopexina, el valor p para el péptido que no
mostrd diferencias significativas (p=0.0591) estaba muy cerca de la significacién
estadistica, pero al validarse por inmunodeteccion (Figura R_08) se aceptd su
validacion por SRM.

2. Analisis proteomico de plasma ecualizado en pacientes con
SCASEST vs controles sanos

2.1. Ecualizacion de las proteinas mayoritarias del plasma

En este caso se empled la tecnologia ProteoMiner (BioRad), la cual permite la
ecualizacion de las proteinas presentes en una muestra mediante la union selectiva de
las proteinas a sus hexapéptidos especificos, consiguiéndose la disminucion del rango
dinamico de concentracion y permitiendo enriquecer la muestra de las proteinas menos
abundantes. Nuestro objetivo era comprobar si se obtenia una mejora tanto en la
metodologia como en los resultados obtenidos con respecto a la columnas MARS Hu-

14 y MARS Hu-6, o si eran técnicas complementarias.

o o Union especifica Proteinas
Muestra bioldgica Hexapéptidos proteina-hexapéptido P
e .A
\‘i { 'A Q V'V £ -
(%) (%) )_\ /\ C . oA ,1/\_( » O)_\/ \ \C &/
A y _/’L\ \‘;R"‘ -4 v J\>_ )
Q<X OSY Qo o
1 \( o
Ampliorango ! Rango dinamico
dinamico disminuido
Proteinas
en exceso

Figura R_10. La union selectiva de las proteinas a los hexapéptidos especificos permite disminuir el
rango dindmico de concentracion permitiendo enriquecer la muestra de las proteinas menos abundantes.
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2.2. Electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE)

Para llevar a cabo el estudio de expresion diferencial de proteinas en plasma ecualizado
con la tecnologia ProteoMiner en pacientes con SCASEST frente a controles sanos se
llevé a cabo un analisis de 2D-DIGE que incluia cinco pacientes con SCASEST y cinco
controles sanos. El disefio experimental de este estudio esta detallado en la Tabla R_05.
Segun este disefio, cada gel contiene dos muestras diferentes, un control sano, un
paciente con SCASEST y un control interno que es un pool de todas las muestras
incluidas en el estudio. Se prepararon un total de cinco geles de los que se obtuvieron 15
imégenes digitalizadas, 10 correspondientes a las muestras incluidas en el estudio y 5 a
controles internos. Con el médulo de andlisis diferencial en gel (DIA, Differential In-gel
Analysis) del programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare)
version 7.0, se realizo la co-deteccion de los puntos en cada gel y se llevo a cabo su

emparejamiento con el resto de los geles y la normalizacion.

1 C5 P1
3
4 C17 P20 Cy5
5 (ep0] P21
) poo 21
4 Pool C17 P1
5 Pool C20 P15

Tabla R_05. Disefio experimental del andlisis 2D-DIGE (n=5) de plasma ecualizado en pacientes con
SCASEST frente a controles sanos.

2.2.1. Analisis Multivariante

Una vez importadas las imagenes de todos los geles al médulo DIA se detectaron 1682
manchas proteicas presentes en todos los geles del estudio. Se realizé una seleccion de
datos para quedarnos unicamente con aquellas manchas proteicas cuya expresion
diferencial fuese estadisticamente significativa. Para ello se realizd un analisis
estadistico mediante una t-Student (p<0.05) y se establecieron dos criterios de
exclusion: las manchas proteicas debian estar presentes en el 90% de los mapas
proteicos, y el ratio medio debia ser igual o superior a £1.5. Con estos criterios se

obtuvieron 21 manchas proteicas diferenciales.

[UnN
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2.2.2. Analisis de Componentes Principales (ACP)

La Figura R_11 muestra los resultados obtenidos tras el andlisis de componentes
principales (ACP) del conjunto de datos utilizado (15 muestras y 21 manchas proteicas
con alteraciones estadisticamente significativas en sus niveles de expresion). En el
grafico de puntuacion (izquierda) podemos observar que existe una correcta separacion

de los dos grupos objeto del estudio segun la primera componente principal (PC1).
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Figura R_11. Resultados del analisis de componentes principales calculados tomando como variables las
21 manchas proteicas. En el grafico de puntuacion (izquierda) aparecen representadas las muestras. El
gréafico de contribucidn (derecha) muestra la distribucion de las manchas proteicas.

2.2.3. Analisis jerarquico

En este caso, en el analisis que utiliza la distancia euclidea para estimar la similitud
(Figura R_12A), se observa una correcta clasificacion de los grupos experimentales: los
controles (violeta) se situan a la derecha del panel, y los pacientes (rojo) se sittan a la
izquierda del panel. EI dendrograma que clasifica las manchas proteicas muestra tres
grandes grupos: uno bien diferenciado que agrupa 2 manchas proteicas (en el extremo
inferior del panel) y otro grupo mayor que agrupa las 19 manchas proteicas restantes.
Cuando utilizamos el coeficiente de Pearson como medida de la similitud (Figura
R_12B), en el dendrograma que representa las muestras aparecen de nuevo dos grupos
gue son practicamente los mismos que en el caso anterior y en cuanto a las manchas
proteicas, podemos observar que aparecen dos grupos mas homogéneos entre si

agrupando 9 y 13 manchas proteicas cada uno.
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Figura R_12. Diagramas de calor obtenidos tras la clasificacion jerarquica de los datos. EI dendrograma
horizontal muestra la clasificacion de las muestras, mientras que el dendrograma vertical corresponde a

las manchas proteicas. (A) Similaridad estimada mediante la distancia Euclidea. (B) Similaridad estimada
mediante el coeficiente de Pearson.
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2.2.4. Analisis de grupos de K-medias

En este caso el modulo de andlisis de variacion bioldgica (BVA) encontrd en nuestro
conjunto de datos cuatro categorias en las que repartié las 21 manchas proteicas segun
sus patrones de expresion (Figura R_13). En los cuatro grupos se observaron perfiles de
expresion muy homogéneos, especialmente en los grupos 3 y 4 que incluyeron dos
manchas proteicas cada uno con valores “q” elevados (97.6 y 99.1 respectivamente).
Los grupos 1 y 2 incluian 7 y 10 manchas proteicas con perfiles de expresion

homogéneos como demuestra sus valores “q”, 55.3 y 49.4 respectivamente.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

1,9 553, no:7 2,9 454, n0i 10 3,9 976, no: 2 ¢, 5. 5.1, na: 2
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693 1132
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Figura R_13. Resultados de la clasificacion de k-medias. El programa encontrd cuatro categorias (arriba,

(3PS 1}

el cuadro de categorias muestra sus valores “q” y el nimero de manchas incluidas en cada una) en las que
repartié las 21 manchas proteicas segun sus patrones de expresion.

2.2.5. Identificacion de las proteinas diferencialmente expresadas

De las 21 manchas proteicas diferencialmente expresadas que se obtuvieron del analisis
estadistico, 12 estaban aumentadas en el grupo de pacientes con SCASEST y 9 estaban
disminuidas. Para la identificaciobn de las manchas proteicas se prepararon geles
bidimensionales de 24 cm al 10% acrilamida, empleando tiras IPG pH 4-7, que se
tifieron con plata y se compararon los patrones de proteinas que fueron recortadas de los

geles para su posterior digestion con tripsina y analisis por espectrometria de masas
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mediante MALDI-TOF. En aquellos casos en los que se identificd la proteina queratina,
esta fue considerada como contaminacion debido a las manipulaciones de la muestra y
no fue considerada como proteina que estuviese alterada como consecuencia de la

enfermedad en estudio.

El anélisis por espectrometria de masas de los diferentes digeridos enziméticos de las
manchas proteicas permitié la identificacién de 12 de ellas que correspondieron a 11
proteinas diferentes de las cuales 4 estaban aumentadas en pacientes con SCASEST. La
Figura R_14 muestra el gel méster del experimento 2D-DIGE con los nombres de las

proteinas identificadas cuyas caracteristicas detalladas se incluyen en la Tabla R_06.

Cadena B del factor
Xl de coagulacion

Complemento C4-A
Complemento C4-B

Region C de la IgM

Cadenaalfadela
proteina de union a

Fibrinogeno
C4b

gamma

Proproteina
convertasa
subtilisina/kexina
tipo 9

Actina

citoplasmatica 2 - Proteina 3 con
U 0 dominio EH
L
Clusterina . ‘
& ‘ .
' “

/\ﬁ & o
Lecitin serin proteasa 2

de union amanano

Figura R _14. Imagen del gel master del experimento 2D-DIGE de plasma ecualizado mostrando las 21
manchas proteicas diferenciales y el nombre de las 11 proteinas que fueron identificadas.
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m’:‘;zﬁa Proteina N° de acceso Ms?;cr:t Ratio P/C te'\(;lx\(l:o teéF::co M\(Ié:)xp Pl exp Funcién
808 Fibrinbgeno gamma FIBG_HUMAN 339 1,52 48483.03 5,24 49566 5,34 Coagulacion
1106 Actina citoplasmica 2 ACTG_HUMAN 170 2,29 41792.84 531 39251 5,25 Otras
566a Complemento C4-A CO4A_HUMAN 359 -2,31 84183.32 5.33 61239 5,17 Inmunidad
566b Complemento C4-B CO4B_HUMAN 367 -2,31 75459.31 5.05 61239 5,17 Inmunidad
1378 Clusterina CLUS_HUMAN 89 -3,70 50062.56 5.89 26674 5,24 Inmunidad
431 Factor XIII de coagulacién cadena B F13B_HUMAN 240 -2,32 73206.80 5.94 66116 5,38 Coagulacion
528 Proteina de union a C4b cadena alfa C4BPA_HUMAN 275 -2,42 61670.65 6.24 61370 54 Inmunidad
484 Regién C de la IgM IGHM_HUMAN 76 1,73 49306.59  6.35 64449 5,39 Inmunidad
760 Proteina 3 con dominio EH EHD3_HUMAN 113 -2,18 60887.13 6.11 52595 5,49 Coagulacion
693 Proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9 PCSK9_HUMAN 112 -1,68 57290.75 6.39 55292 5,47 Metabolismo lipidico
1658 Lecitina serina proteasa 2 de unién a manano MASP2_HUMAN 226 1,54 74160.39 5.34 14466 5,34 Inmunidad
1660 Lecitina serina proteasa 2 de uniéon a manano ~ MASP2_HUMAN 165 1,67 74160.39 5.34 13982 5,34 Inmunidad
1664 Lecitina serina proteasa 2 de unién a manano MASP2_HUMAN 208 1,61 74160.39 5.34 13542 5,34 Inmunidad

Tabla R _06. Lista de proteinas identificadas en el experimento 2D-DIGE de plasma ecualizado en
pacientes con SCASEST frente a controles sanos. La tabla incluye el nimero identificativo de cada
proteina, su nombre, su nimero de acceso en Uniprot, punto isoeléctrico (PI) tedrico y experimental,
masa molecular (MW) tedrica y experimental y puntuacion obtenida en MASCOT (Prot score). También
se indican su variacion entre el grupo de pacientes y el grupo control (Ratio P/C) y su funcién.

2.2.6. Clasificacion funcional de las proteinas

Las 11 proteinas identificadas se clasificaron segun su funcién en cuatro categorias

funcionales como refleja la Figura R_15:

1.
2.

H w

Coagulacion: fibrinbgeno gamma y factor Xl de coagulacion cadena B.

Inflamacion y respuesta inmune: complemento C4-A, complemento C4-B,

proteina de union a C4b cadena alfa, region C de la IgM y lecitina serina

proteasa 2 de unién a manano.

Metabolismo lipidico: proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9 y clusterina.

Otras: actina citoplasmatica 2 y proteina 3 con dominio EH.

i Coagulacion
i Inmunidad
Metabolismo lipidico

W Otras

Figura R_15. Clasificacion de las 11 proteinas identificadas segun su funcionalidad.
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La clasificacion de las 11 proteinas identificadas en los diferentes grupos funcionales
(coagulacién, inflamacion y respuesta inmune, metabolismo lipidico y otras) se realiz6 a
partir de datos obtenidos de la base de datos Uniprot. La Tabla R_07 recoge una breve
descripcion de la funcién bioldgica indicada en esta base de datos para cada una de estas

proteinas.

Proteina

Funcién Biol6gica

Fibrin6geno gamma

Actina citoplasmica 2

Complemento C4-A

Complemento C4-B

Clusterina

Factor Xl de coagulacién cadena B

Productor de monémeros que polimerizan en fibrina y cofactor en la agregacion plaquetaria
Proteina implicada en diversos tipos de motilidad celular que se expresa de forma ubicua en todas
las células eucariotas

Derivado de la degradacion proteolitica del complemento C4, el complemento C4-A es un mediador
del proceso inflamatorio local. Induce la contraccién del musculo liso, aumenta la permeabilidad
vascular y provoca la liberaciéon de histamina de mastocitos y baséfilos leucocitos.

Derivado de la degradacion proteolitica del complemento C4, el complemento C4-B es un mediador
del proceso inflamatorio local. Induce la contraccién del mdsculo liso, aumenta la permeabilidad
vascular y provoca la liberacion de histamina de mastocitos y baséfilos leucocitos.

Evita el estrés inducido por la agregacién de las proteinas del plasma de la sangre

La cadena B del factor Xl no es cataliticamente activo, pero se cree que estabiliza las

subunidades A y regula la velocidad de formacion de transglutaminasa por la trombina.

Controla la via clasica de activacion del complemento. Se une como un cofactor al inactivador
C3b/C4b (C3bINA), que luego se hidroliza dando el fragmento C4b del complemento. También
acelera la degradacion del complejo C4bC2a (C3-convertasa) para disociar el fragmento C2a del
complemento.

Proteina de unién a C4b cadena alfa

Los anticuerpos IgM juegan un papel importante en los mecanismos de defensa primarios. Estan
inwlucrados en el reconocimiento temprano de los invasores externos asi como en el
reconocimiento y la eliminacién de las lesiones precancerosas y cancerosas

Resion C de la IgM

Proteina 3 con dominio EH Juega un papel en el transporte endocitica

Proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo Podria estar implicada en la diferenciacién de las neuronas corticales y también desempefiar un
9 papel en la homeostasis del colesterol
Proteasa sérica que juega un papel importante en la activacién del sistema del complemento a

través de la manosa-lectina. Después por auto-catalisis se escinde en C2 y C4, que conduce a su
activacion y a la formacion de C3 convertasa.

Lecitina serina proteasa 2 de unién a
manano

Tabla R_07. Breve descripcion de la funcién biol6gica de cada una de las proteinas diferencialmente
expresadas en el experimento 2D-DIGE de plasma ecualizado.

2.2.7. Validacion de los resultados mediante inmunodeteccion
Para confirmar los datos obtenidos mediante electroforesis bidimensional diferencial se
empleo la técnica de inmunodeteccion. Para ello, se utilizd un grupo independiente de
muestras tanto de pacientes con SCASEST como de controles sanos. Las proteinas
validadas fueron:

e Inmunodeteccién unidimensional: Complemento C4 y factor XIIl de
coagulacion cadena B.

e Inmunodeteccion bidimensional: clusterina.

El complemento C4 y el factor XIlIlI de coagulacion cadena B se validaron mediante
inmunodeteccion unidimensional. El andlisis de intensidad de las bandas mostro, en
ambos casos, un descenso estadisticamente significativo en su expresion en los

pacientes con SCASEST frente a los controles sanos con un valor de significacion
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p=0.035 y p=0.024 respectivamente (Figura R_16). En la inmunodeteccion
bidimensional de la clusterina se observaron varias isoformas de la proteina. La
isoforma que habia sido encontrada diferencialmente expresada en el experimento 2D-
DIGE estaba también disminuida en pacientes con SCASEST en la inmunodeteccion.
Ademas la magnitud de la variacion de expresion observada en la validacion fue acorde
con el valor obtenido en el experimento 2D-DIGE (-3.70).

Anticuerpo 1° (1:50)
Com plemento ca Anticuerpo 2° (1:10000)

DIGE Ratio P/C -2.31

125+

Controles Pacientes 100- St 0=0.035

754
- 504
Wy V— p— = — . s

254

Controles Pacientes

Anticuerpo 1° (1:1000)

Factor XllIl de coagulacién Anticuerpo 2° (1:10000)

DIGE Ratio P/C -2.32

Controles Pacientes —
51 == p=0.
4 *
] .4 2 b 3
W ——— - 21
1.
Controles Pacientes
Anticuerpo 1° (1:1000)
Clusterina Anticuerpo 2° (1:1000)
DIGE Ratio P/C -3.70
Controles Pacientes
50000+
// L}
» /) 40000-
0‘.. o e ‘
A 300004
o 20000-
10000-
47.138.480.339 UA 7.854.999.472 UA Controles Pacientes

Figura R _16. Resultados de las inmunodetecciones en gel para confirmar los resultados obtenidos en el
andlisis 2D-DIGE. Las inmunodetecciones unidimensionales para el complemento C4 y el Factor XIII de
coagulacion mostraron bandas méas intensas en los controles sanos que en los pacientes con SCASEST.
Para la clusterina, la isoforma diferencialmente alterada en el experimento 2D-DIGE se encontr6 también
mas intensa en los controles sanos que en los pacientes con SCASEST. UA: unidades arbitrarias de
absorcion.
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2.2.8. Validacion de los resultados mediante SRM

Para la validacion mediante monitorizacion por reaccion seleccionada (SRM) de los
resultados obtenidos en el anélisis 2D-DIGE de plasma ecualizado, se utilizé un grupo
independiente de muestras de 15 pacientes con SCASEST y 15 controles sanos. El
procedimiento seguido para la validacion fue el mismo que se describié con detalle en
el apartado 1.2.8 de Resultados.

Q3 (i6n fragmento)

Proteina Cédigo de acceso  Péptido Secuencia 1 (carga;
g 3 Q1 (carga) T T T3
Factor Xl de coagulacion cadena B F13B_HUMAN F13B_1  C[CAMIIEGQEK 432,19 276,15 461,24 703,36
- F13B_2 VAC[CAM]EEPPFIENGAANLHSK 695,00 797,43 1040,51 1300,66
IGHM_1 IQVSWLR 515,29 561,31 660,38 788,44
Regién C de la g M IGHM_HUMAN 1QlR
IGHM_2 NVPLPVIAELPPK 693,92 341,22 963,59 1173,72
MASP2_1 WTLTAPPGYR 581,30 589,31 660,35 761,39
Lecitina serina proteasa 2 de unién a manano ~ MASP2_HUMAN =
MASP2_2 *
Clusterina CLUS HUMAN CLUS_1 ASSIIDELFQDR 697,35 807,40 922,43 1035,51
- CLUS_2 VTTVASHTSDSDVPSGVTEVVVK 772,06 830,50 917,53 1014,58
Cadena alfa del complemento C4B C4BPA HUMAN C4BPA_1 LSLEIEQLELQR 735,91 786,45 915,49 1028,57
- C4BPA_2 FSAIC[CAM]JQGDGTWSPR 791,35 875,40 1003,46 1163,49
FIBG_1 YEASILTHDSSIR 746,38 815,40 1030,48 1199,64
Fibringeno gamma FIBG_HUMAN - ! ' ) !
FIBG_2 YLQEIYNSNNQK 757,37 867,40 980,48 1109,52
PCSK9_1 AGVVLVTAAGNFR 637,86 493,25 564,29 736,37
Proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9  PCSK9_HUMAN PCSKQ_Z Y ' ! ’ ’

Tabla R_08. Lista de proteinas monitorizadas para la validacion de los resultados obtenidos en el
experimento 2D-DIGE de plasma ecualizado de pacientes con SCASEST frente a controles sanos. Se
seleccionaron 2 péptidos para cada proteina y se monitorizaron 3 transiciones por péptido. Q1, m/z
seleccionada en el primer cuadrupolo y Q3, m/z seleccionada en el tercer cuadrupolo. En las proteinas
lecitina serina proteasa 2 de unién a manano y proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9 sélo se
pudo monitorizar un péptido.

En la Figura R_17 se muestran los resultados del analisis estadistico realizado a los
valores obtenidos en el analisis SRM de varias proteinas diferencialmente expresadas en
el experimento 2D DIGE. Se recogen en esta figura ejemplos de una transicion para

cada uno de los dos péptidos monitorizados en el proceso de validacion.

Las proteinas factor XIlII de coagulacion (p=0.038 y p=0.0023) y clusterina (p=0.045 y
p=0.029), mostraron diferencias estadisticamente significativas en ambos péptidos tras
realizar el analisis estadistico mediante t-Student confirmando la disminucion en la
expresion de ambas proteinas obtenida en el experimento 2D-DIGE. Estas dos proteinas

fueron también validadas mediante inmunodeteccion (Figura R_16).

La proteina region C de la IgM mostro diferencias estadisticamente significativas en
uno de los dos péptidos monitorizados, estando el valor p para el péptido que no mostrd
diferencias significativas muy cerca de la significacion estadistica (p=0.028 vy
p=0.0557). Por su parte, en el caso de la proteina lecitina serina proteasa 2 de union a
manano, sélo fue posible monitorizar un péptido, mostrando este diferencias

estadisticamente significativas (p=0.002).
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Figura R _17. Validacién mediante SRM de algunas de las proteinas diferencialmente expresadas en el
experimento 2D-DIGE. Para cada proteina se muestra el cromatograma de una transicién para cada uno
de los dos péptidos proteotipicos seleccionados junto con la representacion gréafica de los resultados de las
cuantificaciones mediante SRM y el “valor p” obtenido en el anélisis estadistico mediante t-Student para
dicha transicién. En el caso de la proteina lecitina serina proteasa 2 de unién a manano, sélo fue posible
monitorizar un péptido.

3. Analisis proteomico de plasma en pacientes con SCACEST vs
controles sanos

Para completar el estudio protedmico de plasma, realizamos un experimento 2D-DIGE
en individuos con SCACEST con el objetivo de descubrir si existia un perfil de
proteinas comunes en ambos tipos de eventos coronarios o si por el contrario la mayor
hipoxia a la cual se ve sometida el miocardio y la mayor extension de necrosis tisular

provocaban la existencia de un perfil protedmico caracteristico.
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3.1. Deplecion de las proteinas mayoritarias del plasma

De manera analoga a proceso realizado para la deplecion de las proteinas mayoritarias
del plasma en el anlisis protedmico en pacientes con SCASEST, se utiliz6 la columna
de afinidad Multiple Affinity Removal Column (Agilent Technologies). Se juntaron las
fracciones minoritarias de cada muestra y se realizé un cambio de tampdn a bicarbonato
amonico (AMBIC 65 mM) utilizando tubos concentradores para eliminar el tampon A,
incompatible con el isoelectroenfoque por su alto contenido en sales. Finalmente, las
muestras fueron cuantificadas por el método Bradford [174] y congeladas a -80°C hasta

Su uso.

3.2. Electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE)

Para llevar a cabo el estudio de expresion diferencial de proteinas en pacientes con
SCACEST frente a controles sanos se llevd a cabo un analisis de 2D-DIGE que incluia
cinco pacientes con SCACEST vy cinco controles sanos. El disefio experimental de este
estudio esta detallado en la Tabla R_09. Segun este disefio, cada gel contiene dos
muestras diferentes, un control sano y un paciente SCACEST, y un control interno que
es un pool de todas las muestras incluidas en el estudio. Se prepararon un total de cinco
geles de los que se obtuvieron 15 iméagenes digitalizadas, 10 correspondientes a las
muestras incluidas en el estudio y 5 a controles internos. Con el mddulo de anélisis
diferencial en gel (DIA, Differential In-gel Analysis) del programa “DeCyder
Differential Analysis Software” (GE Healthcare) version 7.0, se realizo la co-deteccion
de los puntos en cada gel y se llevd a cabo su emparejamiento con el resto de los geles y

la normalizacion.

3.2.1. Analisis Multivariante

Una vez importadas las imagenes de todos los geles al médulo DIA se detectaron 1884
manchas proteicas presentes en todos los geles del estudio. Se realizé una seleccion de
datos para quedarnos unicamente con aquellas manchas proteicas cuya expresion
diferencial fuese estadisticamente significativa. Para ello se realizd un analisis
estadistico mediante una t-Student (p<0.05) y se establecieron dos criterios de excusion:
las manchas proteicas debian estar presentes en el 90% de los mapas proteicos, y el ratio
medio debia ser igual o superior a £1.5. Con estos criterios se obtuvieron 24 manchas

proteicas diferenciales.
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1
C17
C18

P2
P3
P5
P6
P8

Cy2 estandar
Cy3

u A W N

“ Cy2 estandar
1 Pool
2 Pool
3 Pool P5
4 Pool C
5 Pool C

Tabla R_09. Disefio experimental del analisis 2D-DIGE (n=5) de plasma deplecionado de pacientes con
SCACEST frente a controles sanos.

3.2.2 Analisis de Componentes Principales (ACP)

En la Figura R_18 se muestran los resultados obtenidos tras el analisis de componentes
principales (ACP) del conjunto de datos utilizado (15 muestras y 24 manchas proteicas
con alteraciones estadisticamente significativas en sus niveles de expresion). En el
gréfico de puntuacion (izquierda) se puede observar como el analisis ACP mostré una
correcta clasificacion de los dos grupos experimentales objeto del estudio segun la

primera componente principal (PC1).
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Figura R_18. Resultados del analisis de componentes principales calculados tomando como variables las
24 manchas proteicas. En el gréfico de puntuacién (izquierda) aparecen representadas las muestras. El
grafico de contribucién (derecha) muestra la distribucidn de las manchas proteicas.
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3.2.3. Analisis jerarquico

A

Figura R_19. Diagramas de calor obtenidos tras la clasificacion jerarquica de los datos. EI dendrograma
horizontal muestra la clasificacion de las muestras, mientras que el dendrograma vertical corresponde a

las manchas proteicas. (A) Similaridad estimada mediante la distancia Euclidea. (B) Similaridad estimada
mediante el coeficiente de Pearson.
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En el caso del experimento 2D-DIGE de pacientes con SCACEST frente a controles
sanos, en el anélisis que utiliza la distancia euclidea para estimar la similitud (Figura
R_19A), el dendrograma se observa una peor clasificacion de los grupos experimentales
que en los dos experimentos 2D-DIGE anteriores. EIl dendrograma que clasifica las
manchas proteicas muestra dos grandes grupos: uno bien diferenciado que agrupa 1
mancha proteica (en el extremo inferior del panel) y otro grupo mayor que agrupa las 23
manchas proteicas restantes. Cuando utilizamos el coeficiente de Pearson como medida
de la similitud (Figura R_19B), en el dendrograma que representa las muestras se repite
la clasificacion obtenida mediante distancia euclidea y en cuanto a las manchas
proteicas, podemos observar que aparecen dos grupos mucho mas homogéneos (0 mas
uniformes entre si) que los obtenidos mediante clasificacién euclidea agrupando 12

manchas proteicas cada uno.

3.2.4. Analisis de grupos de K-medias

En el estudio de plasma de pacientes con SCACEST el modulo BVA encontré en
nuestro conjunto de datos siete categorias diferentes en las que repartio las 24 manchas
proteicas segun sus patrones de expresion, como puede verse en la Figura R_20. Los
grupos 3 y 7 incluian una Unica mancha proteica mientras que el grupo 2 presentaba 12
manchas proteicas con perfiles de expresion muy homogéneos (q=83.1) y cuyos niveles

de expresion se encontraban elevados en los pacientes con SCACEST.

En los otros cuatro grupos restantes, el médulo BVA clasific6 manchas proteicas cuyos
niveles de expresion se encontraban disminuidos en pacientes con SCACEST y salvo en
el caso del grupo 1 (g=67.2), las manchas proteicas incluidas en los grupos 4, 5y 6
presentaban perfiles de expresion muy homogéneos con valores g muy altos (95.0, 98.9

y 95.2, respectivamente).

3.2.5. Identificacion de las proteinas diferencialmente expresadas

De las 24 manchas proteicas diferencialmente expresadas que se obtuvieron del analisis
estadistico, 13 estaban aumentadas en el grupo de pacientes con SCACEST y 11
estaban disminuidas. Para la identificacion de las manchas proteicas se prepararon geles
bidimensionales de 24 cm al 10% de acrilamida, empleando tiras IPG pH 4-7, que se
tifieron con plata y se compararon los patrones de proteinas que fueron recortadas de los
geles para su posterior digestion con tripsina y analisis por espectrometria de masas
mediante MALDI-TOF.
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7
1,q: 67.2, no: 3 2, g: 83.1, no: 12 3,0:00 no: 1 4,9: 95.0, no: 3 S, q: 98,9, no: 2 6, q: 95.2, no: 2 7,9: 0.0, no: 1
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Figura R_20. Resultados de la clasificacion de k-medias. Los gréficos correspondientes a cada grupo
aparecen numerados. En cada uno de ellos aparecen representados los perfiles de expresion de las

manchas proteicas pertenecientes al grupo, detalladas en la lista que aparece a la derecha de cada grafico.

En aquellos casos en los que se identificd la proteina queratina, esta fue considerada

como contaminacion debido a las manipulaciones de la muestra y no fue considerada

como proteina que estuviese alterada como consecuencia de la enfermedad en estudio.

El analisis por espectrometria de masas de los diferentes digeridos enzimaticos de las
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manchas proteicas permitié la identificacion de 18 de ellas que correspondieron a 11
proteinas diferentes de las cuales 2 estaban aumentadas en pacientes con SCACEST. La
Figura R_21 muestra el gel master del experimento 2D-DIGE con los nombres de las

proteinas identificadas cuyas caracteristicas detalladas se incluyen en la Tabla R_10.

N° mancha Proteina NmER Gl Mascot score Ratio P/C R H=TIfTED Pl teérico MYET Pl exp Funcién
acceso (Da) (Da)
298 ITI de la cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN 143 1,58 72452.28 5.75 105156 4,61 Metabolismo
300 ITI de la cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN 91 1,74 72452.28 5.75 104880 4,62 Metabolismo
301 ITI de la cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN 81 1,76 72452.28 5.75 104605 4,7 Metabolismo
302 ITI de la cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN 127 1,56 72452.28 5.75 104605 4,72 Metabolismo
304 ITI de la cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN 169 1,87 72452.28 5.75 104605 4,64 Metabolismo
305 ITI de la cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN 162 2,01 72452.28 5.75 104743 4,67 Metabolismo
306 ITI de la cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN 114 1,97 72452.28 5.75 104468 4,69 Metabolismo
307 ITI de la cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN 126 1,51 72452.28 5.75 104468 4,74 Metabolismo
434 Fibronectina FINC_HUMAN 181 -1,9 259562.86 5.39 95790 5,35 Inflamacion
567 ITI de la cadena pesada H1 ITIHL_HUMAN 123 1,53 71415.01 6.36 89463 5,75 Metabolismo
1338 Haptoglobina HPT_HUMAN 107 -2,79 43349.01 6.13 44644 5,16 Homeostasis
1351 Alfa-1B-glicoproteina A1BG_HUMAN 218 -3,64 51921.66 5.63 44003 53 Desconocida
1004 Hemopexina HEMO_HUMAN 467 -8,9 49295.43 6.43 61518 5,92 Transporte
1028 Kallistatina KAIN_HUMAN 107 -2,27 46355.24 7.88 61115 5,95 Inhibidor de proteasas
1018 Beta-2-glicoproteina 1 (ApoH) APOH_HUMAN 80 -2,8 36254.60 8.37 61035 6,09 Coagulacion
1745 Peroxiredoxina-2 PRDX2_HUMAN 131 -4,36 21760.73 5.67 18607 53 Anti-apoptosis
1882 Antitrombina-1II ANT3_HUMAN 100 -4,23 49039.14 5,95 14232 5,44 Coagulacion
1656 Anhidrasa carbonica CAH1_HUMAN 124 -5,02 28739.02 6.63 25844 6,17 Metabolismo

Tabla R_10. Lista de proteinas identificadas en el experimento 2D-DIGE de plasma deplecionado en
pacientes con SCACEST frente a controles sanos. Pl: punto isoeléctrico; MW: masa molecular; ITI: inter-
alfa-tripsina inhibidor.

Inter-alfa-tripsina Inter-alfa-tripsina
inhibidor cadena pesadaH2 Fibronectina inhibidor cadena pesadaH1

Hemopexina

Beta-2-

Haptoglobina glicoproteina 1

Kallistatina
LI .
Alfa-1B-glicoproteina . »
: . ¢ o
. .
» e
- P
S & \
c Anhidrasa
8 carbénica

.
Peroxiredoxina-2 /'/ g
.. \
) Antitrombina lll

Figura R_21. Imagen del gel méster del experimento 2D-DIGE de plasma deplecionado en pacientes con
SCACEST mostrando las 24 manchas proteicas diferenciales y el nombre de las 11 proteinas que fueron
identificadas correspondiente a 17 manchas proteicas.
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3.2.6. Clasificacion funcional de las proteinas
Las 11 proteinas identificadas se clasificaron segin su funcidon en seis categorias
funcionales como refleja la Figura R_22:
1. Metabolismo: Inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H2, Inter alfa tripsina
inhibidor cadena pesada H1 y anhidrasa carbonica.
Inflamacion y respuesta inmune: Fibronectina
Coagulacion: Beta-2-glicoproteina 1 y antitrombina I11.
Transporte: Hemopexina
Otras: Haptoglobina, kallistatina y peroxirredoxina 2.

o g~ LD

Desconocida: Alfa-1B-glicoproteina.

u Metabolismo
W Inflamacion
i Coagulacién
uw Transporte
i Otras

i Desconocida

Figura R_22. Clasificacion de las 11 proteinas identificadas segun su funcionalidad.

La clasificacion de las 11 proteinas identificadas en los diferentes grupos funcionales
(metabolismo, inflamacion y respuesta inmune, coagulacion, transporte, otras y
desconocida) se realizo a partir de datos obtenidos de la base de datos Uniprot. La Tabla
R_11 recoge una breve descripciéon de la funcion bioldgica indicada en esta base de

datos para cada una de estas proteinas.
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Proteina Funcioén biolégica

Puede actuar como un portador de &cido hialurénico en el suero o como una proteina de
unién entre hialuronano y proteina de la matriz, incluyendo aquellas que se unen a las
superficies celulares de los tejidos para regular la localizacion, la sintesis y degradacion de
acido hialurénico que son esenciales para las células sometidas a procesos bioldgicos.

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H2

Enlaza las superficies celulares y varios compuestos, incluyendo colageno, fibrina,
Fibronectina heparina, el ADN, y actina. Las fibronectinas estan implicadas en la adhesion celular, la
motilidad celular, opsonizacion, la curacion de heridas, y el mantenimiento de la forma

Puede actuar como un portador de &cido hialurénico en el suero o como una proteina de
unién entre hialuronano y proteina de la matriz, incluyendo aquellas que se unen a las
superficies celulares de los tejidos para regular la localizacion, la sintesis y degradacién de
acido hialurénico que son esenciales para las células sometidas a procesos biolégicos.
Contiene ademas un péptido potencial que podria estimular un amplio espectro de células
fagociticas.

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H1

La haptoglobina se combina con la hemoglobina plasmatica libre, participa en la prevencién
de pérdida de hierro a través de los rifiones y la proteccion de los rifiones de dafios
causados por la hemoglobina, al tiempo que la hemoglobina accesibles a las enzimas de
degradacion.

Haptoglobina

Alfa-1B-glicoproteina No especificada

Se liga al grupo hemo y lo transporta hacia el higado para después volver libre a la

Hemopexina : .
circulacion

Inhibe la actividad quininogenasa de Kalicreina tisular. La inhibicion se consigue mediante
la formacién de un complejo equimolecular, calor y SDS-estable entre el inhibidor y la
enzima, y la generacion de un pequefio fragmento C-terminal del inhibidor debido a la
escision en el sitio reactivo por calicreina tejido.

Kallistatina

Se liga a diversos tipos de sustancias cargadas negativamente tales como heparina,
fosfolipidos, y sulfato de dextrano. Puede prevenir la activacion de la cascada de
coagulacion de la sangre intrinseca mediante la unién a los fosfolipidos en la superficie de
las células dafiadas.

Implicada en la regulacién redox de la célula. Reduce peréxidos con equivalentes
reductores proporcionados a través del sistema de tiorredoxina. No es capaz de recibir
electrones de glutaredoxina. Puede desempefiar un papel importante en la eliminacion de
peréxidos generados durante el metabolismo. Puede participar en las cascadas de
sefializacién de factores de crecimiento y factor de necrosis tumoral-alfa mediante el control
de las concentraciones intracelulares de H202.

Antitrombina-Ill Serina mas importante en la regulacién de la cascada de la coagulacién sanguinea

Beta-2-glicoproteina 1 (ApoH)

Peroxiredoxina-2

Anhidrasa carbénica Hidratacién reversible del diéxido de carbono.

Tabla R_11. Breve descripcion de la funcidn bioldgica de cada una de las proteinas diferencialmente
expresadas en el experimento 2D-DIGE de plasma deplecionado en pacientes con SCACEST.

3.2.7. Validacion de los resultados mediante inmunodeteccion

Para confirmar los datos obtenidos mediante electroforesis bidimensional diferencial se
empleo la técnica de inmunodeteccion. Para ello, se utilizd un grupo independiente de
muestras tanto de pacientes con SCACEST como de controles sanos. Las proteinas

validadas fueron:

e Inmunodeteccién unidimensional: Antitrombina I11, hemopexina y kallistatina.

El andlisis de intensidad de las bandas para la antitrombina Ill, hemopexina y
kallistatina mostro, en los tres casos, un descenso estadisticamente significativo en sus
niveles de expresion en los pacientes con SCACEST frente a los controles sanos con
valores de significacion p=0.0066, p=0.0077 y p=0.0050 respectivamente, confirmando

de esta manera los resultados obtenido en el experimento 2D-DIGE (Figura R_23).
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Anticuerpo 1° (1:2000)
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Figura R _23. Resultados de las inmunodetecciones en gel para confirmar los resultados obtenidos en el
analisis 2D-DIGE. Las inmunodetecciones unidimensionales para la antitrombina 11, la hemopexina y la
kallistatina, mostraron en los tres casos bandas mas intensas en los controles sanos que en los pacientes
con SCACEST.

3.2.8. Validacion de los resultados mediante SRM

Para la validacion mediante monitorizacion por reaccion seleccionada (SRM) de
algunos de los resultados obtenidos en el analisis 2D-DIGE de plasma ecualizado, se
utiliz6 un grupo independiente de muestras de 15 pacientes con SCACEST y 15
controles sanos. El procedimiento seguido para la validacion fue el mismo que se

describié con detalle en el apartado 1.2.8 de Resultados.

137



Resultados

Q3 (i6n fragmento)

Proteina Codigo de acceso  Péptido Secuencia Q1 (carga)

Tl T2 T3

Al1BG_1 VTFLLR 403,2! 401,2 4 49,4
Alfa-1B-glicoproteina A1BG_HUMAN Gl @ 03,25 01,29 548,36 649,40
A1BG_2 ATWSGAVLAGR 544,79 643,39 730,42 916,50
Antitrombina Il ANT3_HUMAN ANT3_1 IEDGFSLK 454,73 551,32 666,35 795,38
ANT3_2 ATEDEGSEQK 547,23 404,21 921,38 1022,42
. HPT_1 VGYVSGWGR 490,75 562,27 661,34 881,43

Haptoglobina HPT_HUMAN ~
HPT_2 VTSIQDWVQK 602,32 803,40 916,49 1003,52
Kallistatina KAIN HUMAN KAIN_1 LGFTDLFSK 514,27 609,32 710,37 914,46
- KAIN_2 IAPANADFAFR 596,80 840,40 911,44 1008,49
ITIH1I_1 LDAQASFLPK 545,30 591,35 662,39 861,48
Inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H1 ~ ITIH1L_HUMAN - Q
ITIH1_2 EVAFDLEIPK 580,81 599,38 714,40 932,50
. X PRDX2_1 TDEGIAYSLSR 606,30 696,37 809,45 866,47
Peroxirredoxina 2 PRDX2_HUMAN -

- PRDX2_2 EGGLGPLNIPLLADVTR 867,99 997,60 1111,65 1224,73

HEMO_1 NFPSPVDAAFR 610,81 775,41 62,44 4
Hemopexina HEMO_HUMAN 0 S 08 5 862, 959,49
HEMO_2 YYC[CAM]FQGNQFLR 748,34 1009,52 1169,55 1332,62

ITIH2_1 FYNQVSTPLLR 785,4 1. 1027
Inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H2 ~ ITIH2_HUMAN — QVS 669,36 85,49 913,55 027,59
ITIH2_2 IQPSGGTNINEALLR 791,93 1157,63 1244,66 1341,71
. . APOH_1 VC[CAM]PFAGILENGAVR 751,89 928,52 999,56 1243,68

Beta-2-glicoproteina 1 APOH_HUMAN - [ |

APOH_2 FIC[CAM]PLTGLWPINTLK 886,99 685,42 1041,61 1352,79

Tabla R _12. Lista de proteinas monitorizadas para la validacion de los resultados obtenidos en el
experimento 2D-DIGE de pacientes con SCACEST frente a controles sanos. Se seleccionaron 2 péptidos
para cada proteina y se monitorizaron 3 transiciones por péptido. Q1, m/z seleccionada en el primer
cuadrupolo y Q3, m/z seleccionada en el tercer cuadrupolo.

En la Figura R_24 se muestran los resultados del anlisis estadistico realizado a los
valores obtenidos en el analisis SRM de varias proteinas diferencialmente expresadas en
el experimento 2D DIGE. Se recogen en esta figura ejemplos de una transicion para
cada uno de los dos peptidos monitorizados en el proceso de validacion.

Las proteinas alfa 1B glicoproteina (p=0.0029 y p=0.0139), beta-2 glicoproteina 1 (apo
H) (p=0.0047 y p=0.0213), peroxirredoxina 2 (p=0.0003 y p=0.0083), antitrombina IlI
(p=0.0111 y p=0.0234) y kallistatina (p=0.0058 y p=0.0179), mostraron diferencias
estadisticamente significativas en ambos péptidos tras realizar el analisis estadistico
mediante t-Student confirmando en todos los casos la disminucidn en la expresion de
estas proteinas en el grupo de pacientes con SCACEST obtenida en el experimento 2D-
DIGE.

En el caso de las proteinas antitrombina 111 y kallistatina, los resultados obtenidos en el

experimento 2D-DIGE fueron validos mediante inmunoafinidad y SRM.
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Figura R _24. Validacién mediante SRM de algunas de las proteinas diferencialmente expresadas en el
experimento 2D-DIGE. Para cada proteina se muestra el cromatograma de una transicion para cada uno
de los dos péptidos proteotipicos seleccionados junto con la representacion grafica de los resultados de las
cuantificaciones mediante SRM y el “valor p” obtenido en el analisis estadistico mediante t-Student para

dicha transicion.
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4. Analisis metabolomico de plasma en pacientes con SCACEST vs
controles sanos

Como se indico anteriormente en el apartado 2.2.3 de Material y Métodos, el analisis
metabolémico de plasma, tanto completo como de &cidos grasos, se llevo a cabo
utilizando un cromatografo de gases 6890N (Agilent Technologies) unido a un detector
de masas de cuadrupolo simple 5975c¢ (Agilent Technologies). Para el andlisis de
plasma completo las condiciones de reaccion empleadas fueron las indicadas en el
método desarrollado por Moritz et al. [186] con pequefias modificaciones. Sin embargo,
en la bibliografia es posible encontrar distintos reactivos para la proteccion de grupos
carbonilos, asi como para llevar a cabo la reaccion de derivatizacion [164, 183-185]. Por
ello, antes de iniciar el estudio metabolomico del plasma quisimos conocer bajo
nuestras condiciones experimentales cuales eran los reactivos de proteccion y de

derivatizacion mas adecuados para nuestros objetivos.

4.1. Comparativa de reactivos de proteccion y derivatizacion

Siguiendo las condiciones de reaccion establecidas en el método desarrollado por
Moritz et al. [186] y explicadas detalladamente en el apartado 2.2.2 de Material y
Métodos, procedimos a comparar los resultados obtenidos cuando se utilizaron como
reactivo para la proteccion de grupos carbonilo, el hidrocloruro de hidroxilamina
(NH2OHHCI) e hidrocloruro de metoxiamina (CH3ONH,HCI) y como reactivos de
derivatizacion N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con 1% trimetilclorosilano
(BSTFA+1%TMCS) y  N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida  con 1%
trimetilclorosilano (MSTFA+1% TMCS). Los resultados obtenidos para cada una de las

cuatro combinaciones posibles de reactivos se recogen en la Tabla R_13.

Considerando las identificaciones llevadas a cabo en cada uno de los experimentos por
separado sobre la misma muestra, se identificaron un total de 90 picos cromatogréaficos
correspondientes a 72 metabolitos diferentes (Figura R_25). El nimero de metabolitos
identificados segin la combinacidon del reactivo de proteccion y de derivatizacion

utilizada fueron:

e NH,OHHCI/BSTFA+1%TMCS: 52 metabolitos.
e NH;OHHCI/MSTFA+1%TMCS: 59 metabolitos.
e CH3ONH;HCI/MSTFA+1%TMCS: 60 metabolitos.
e CH3ONH;HCI/BSTFA+1%TMCS: 69 metabolitos.
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Metabolito TR (min) NH,OHHCI/BSTFA NH,OHHCI/MSTFA CH;OHHCI/MSTFA  CHZ;OHHCI/BSTFA
Piruvato 5.295 X X
Lactato 5.494 X X X X
Glicolato | 5.733 X X X X
Glicolato Il 5.775 X

Valina | 5.914 X X X X
Alanina 6.249 X X X X
Glicina | 6.563 X X
Acido 2-OH-butirico 6.753 X X X
Oxalato | 6.834 X X X X
Oxalato Il 7.026 X X
Acido 3-OH-propanoico 7.072 X X

Piruvato Il 7.258 X

Acido 3-OH-ibutirico 7.433 X X X
Acido alfa-OH-valérico 7.558 X X
Leucina | 7.283 X X

Leucina Il 7.727 X X X
Acido 2-ceto-3-metilvalérico 8.390 X X
Acico 2-ceto-isocaprico 8.692 X X
Valina Il 8.755 X X X
Urea | 9.244 X X X X
Acido metilmalénico 9.387 X X
Urea ll 9.533 X X X X
Serina | 9.763 X X X
Acido octanoico 9.934 X

Leucina Ill 10.194 X X

Acetoacetato 10.631 X X

Treonina | 10.750 X

Isoleucina 10.772 X X
Glicina Il 11.051 X X X
Succinato 11.211 X X X
Glicerato 11.906 X X X
Acido nonanoico 12.517 X

Serina Il 12.716 X X X X
Treonina Il 13.482 X X X X
Acido 3-OH-propanodioico 13.607

Acido glutérico 13.859 X X
Acido metilglutarico 14.005 X

Ac. 2,4-hidroxibutanoico 14.189 X X X
Acido decanoico 14.339 X X

Ac. 3,4-dihidroxibutanoico 14.777 X X X
Ac. 2-isopropil-3-ceto-butirico 15.027 X X
Acido aspartico 15.496 X X X
Eritrosa 15.540 X X
Acido aminomalénico 15.779 X X X X
Norvalina 16.460 X X
5-Oxo-Prolina | 16.797 X X

5-Oxo-Prolina Il 17.032 X X
4-OH-Prolina 17.348 X X
Acido aspartico Il 17.460 X X
Fenilalanina 17.567 X X X X
Acido Treonico 18.184 X X X
Ac. eritrénico + Prolina 18.642 X X
Acido eritrénico 18.674 X X

Ac. 2-amino-heptanodioico 19.743 X X X
Fenilalanina Il 19.906 X X

Tabla R _13. Tabla comparativa de los metabolitos identificados utilizando las diferentes combinaciones
de reactivo de proteccion de grupos carbonilo y reactivo de derivatizacién. Entre las cuatro
combinaciones posibles, el uso de CH3;ONH,HCIl y BSTFA+1%TMCS permitid identificar el mayor

ndmero de metabolitos.
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Metabolito TR (min)  NH,OHHCI/BSTFA NH,OHHCI/MSTFA CH;OHHCI/MSTFA  CH;OHHCI/BSTFA
Acido dodecanoico 20.463 X X
Lisina 20.879 X

Acido maleico 21.063 X

Acido orético 21.104 X

Ac. trihidroxipentanoico 21.320 X X X
Acido isovalinico 23.752 X X X X
Acido tereftalico 24.194 X X X X
Acido ribénico | 24.285 X X X X
Acido ribonico Il 24.735 X X X X
Fructosa | 25.332 X X X X
Talosa 25.389 X X X
Fructosa Il 25.544 X X X X
Fructosa Il 27.115 X X X
Glucosa 27.747 X X X X
Acido cis-9-hexadecanoico 27.892 X

Fructosa oxima | 28.551 X

Fructosa oxima Il 28.695 X

Acido gluconico | 28.939 X
Glucopiranosa 29.784 X X
Glucosa oxima | 29.983 X X

Acido glucénico 11 30.146 X X
Glucosa oxima Il 30.196 X X

Acido palmitico 30.264 X X X X
Galactosa oxima 30.534 X X

Inositol 31.418 X X
Inositol+Mio-inositol 32.031 X X
Acido urico 32.285 X X X X
Ac. 6-OH-a-metilnaftalenico 32.754 X X X
Acido heptanodioico 33.256 X

Acido linoleico 33.862 X X X X
Acido oleico 34.012 X X X X
Acido esteérico 34.596 X X X X
EDTA 39.068 X X X X
Acido ftalico 39.368 X X
Colesterol 48.020 X X X X

Tabla R 13 (cont). Tabla comparativa de los metabolitos identificados utilizando las diferentes
combinaciones de reactivo de proteccion de grupos carbonilo y reactivo de derivatizacion. Entre las
cuatro combinaciones posibles, el uso de CH;ONH,HCI y BSTFA+1%TMCS permiti6 identificar el
mayor nimero de metabolitos.

En nuestros experimentos encontramos que el nimero de metabolitos identificados
variaba en funcion de cual era la combinacién de reactivo de proteccion y reactivo de
derivatizacion utilizada. De hecho, ninguno de las cuatro combinaciones empleadas
demostro ser suficientemente mejor que las demas, ain cuando la combinacion de
CH3ONH,HCI/BSTFA permitio llevar a cabo el mayor nimero de identificaciones.
Igualmente, pudimos comprobar que en un andlisis metabolomico completo de plasma
los azlcares presentes en él (glucosa, fructosa y galactosa preferentemente) debido a su
alta concentracion, producian un importante enmascaramiento de otros metabolitos con
puntos de ebullicion similares. Esto se pudo comprobar gracias a la utilizacion de
distintas combinaciones de reactivo de proteccion y de derivatizacion puesto que en el
caso de emplear NH,OHHCI como reactivo de proteccién de grupos carbonilos, se
encontraron metabolitos secundarios de azlcares con grupos oxima que no se
observaban en el caso de emplear CH30ONH,HCI, los cuales enmascaraban metabolitos

que si eran identificados cuando se empleaba CH3ONH,HCI para la proteccién de
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grupos carbonilo. En el caso de otros metabolitos de diversa naturaleza como el oxalato,
la urea y especialmente los aminoécidos, se observo que la reaccion de derivatizacion
daba lugar en muchos casos a dos o tres metabolitos diferentes (ej. Leucina | RT 7.283
min, Leucina Il RT 7.727 min).

Por tanto, atendiendo a los resultados de nuestro experimento, la utilizacion de
NH,OHHCI como reactivo de proteccion de grupos carbonilos fue descartada por dar
lugar a un mayor nimero de productos secundarios respecto al CH3ONH,HCI. Una vez
elegida el reactivo de proteccion era necesario elegir cuél seria el reactivo de
derivatizacion utilizado. Como puede observarse en la Tabla R_13 cuando se empled
CH3ONH,HCI como reactivo de proteccion, los dos compuestos de derivatizacion
utilizados permitieron obtener perfiles de identificacion de metabolitos muy similares.
Utilizando BSTFA se obtuvieron resultados algo mejores ya que permitio la
identificacion de 9 metabolitos que no se observaron empleando MSTFA y ademas en
algunos compuestos (ej. Leucina y Treonina) no dio lugar a reactivos secundarios.

Todo ello nos llevé a elegir los reactivos CH;ONH,HCIl y BSTFA+1%TMCS como la
combinacion mas adecuada para llevar a cabo el analisis metabolomico del plasma que
nos permitiese identificar y cuantificar los metabolitos de interés de un modo fiable e

inequivoco y que evitase, por tanto, la formacion de reactivos secundarios.

B Amino metabolitos

M Carbohidratos

B Acidos orgdnicos/hidroxilicos

Acidos grasos

Aromatico/esteroides

Figura R_25. Representacion grafica del ndmero total de picos identificados (A) y del nimero de
metabolitos diferentes identificados (B) clasificados en cinco grupos de compuestos atendiendo a su
estructura quimica y a los grupos funcionales presentes en ellos.
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4.2. Eleccion de metabolitos objeto de estudio

Los 72 metabolitos identificados en el estudio metabolémico completo de plasma
fueron clasificados en cinco grupos de compuestos diferentes tomando como criterio de
clasificacion su estructura quimica y los grupos funcionales que poseian (Figura R_25).
Posteriormente, se evalud individualmente la necesidad de su estudio teniendo en cuenta
dos factores; 1) En primer lugar, se valoro la relevancia de cada grupo de compuestos en
las enfermedades cardiovasculares y méas concretamente en el SCA. 2) En segundo
lugar, se evalu6 la capacidad de la cromatografia de gases para su determinacién asi
como la posibilidad de que los pasos previos de preparacion de la muestra (proteccion
de grupos carbonilo y derivatizacién) permitiese obtener metabolitos derivatizados
listos para su analisis sin productos secundarios que impidiesen un anélisis cualitativo y
cuantitativo correcto. Teniendo en cuenta ambos factores, se eligieron los &cidos grasos
como el grupo de compuestos a estudiar de manera individualizada y que
complementaria el estudio completo de plasma en pacientes con SCASEST frente a

controles sanos.

4.3. Analisis metabolomico completo de plasma

Una vez que se identifico la combinacion de CH3ONH,HCI y BSTFA como los
reactivos de eleccidn para el analisis metabolomico completo del plasma, se llevd a
cabo el analisis mediante GC/MS de 10 muestras de pacientes con SCASEST y 10
controles sanos siguiendo el protocolo descrito detalladamente en el apartado 2.2.2 de
Material y Métodos. En cada caso la inyeccidn de la muestra se realizé por triplicado y
el area de cada pico cromatografico se dividio por el area del estandar interno empleado
(pentadecanoato de metilo). La media de las tres areas normalizadas para cada pico

cromatografico fue utilizada para el analisis estadistico posterior.

Se identificaron un total de 69 metabolitos. El &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
cuyo pico cromatografico eluyo a 35.408 min no se consider6 como un metabolito de
interés ya que provenia del conservante contenido en los tubos empleados (BD
Microtainer®). Analogamente a lo que se habia observado durante la puesta a punto de
la metodologia, con la combinaciébn de reactivos de derivatizacién utilizada,
CH3ONH,HCI y BSTFA, no se obtuvieron subproductos de los monosacéaridos. Lo que
si se encontrd fue que cinco aminoacidos (leucina, isoleucina, serina, treonina y acido

aspartico) no se habian derivatizado completamente y se identificaron tanto el
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metabolito libre (ej. Leucina (COOH)) como el metabolito derivatizado (ej. Leucina
(COO-SiMe3).

Para el anélisis estadistico posterior en el caso de estos cinco aminoacidos se sumaron
las areas normalizadas de los picos correspondientes al metabolito libre y al

derivatizado con objeto de hacer un andlisis cuantitativo real.

Metabolito RT (min) Pico Metabolito RT (min) Pico
Piruvato 6,241 1) Acido trihidroxipentanoico 21,132 37)
Lactato 6,516 2) 5-OH-triptofano 21,292 (38)
Glicolato 6,778 3) Glicerol 3P 23,459 (39)
Valina 6,947 4) Acido ribénico 23,530 (40)
Alanina 7,371 (5) Pentadecanoato de metilo (IS) 24,129 (41)
Acido 2-OH-butirico 7,969 (6) Citrato 24,533 (42)
Acido oxalico 8,287 (@) Tetradecanoico 24,589 (43)
Leucina (COOH) 8,531 8) D-Fructosa 25,832 (44)
Acido 3-OH-butirico 8,734 9) D-Glucosa 26,349 (45)
Acido alfa-OH-valerico 8,859 (10) D-Galactosa 26,617 (46)
Isoleucina (COOH) 9,009 (11) N-acetil glucosamina 26,761 47)
Acido 2-ceto-3-metilvalerico 9,753 (12) Glucitol 27,014 (48)
Urea 10,990 (13) Beta-D-glucopiranosa 27,913 (49)
Serina (COOH) 11,136 (14) Acido glucénico 28,214 (50)
Leucina (COO-SiMe3) 11,537 (15) Acido palmitico 28,353 (51)
Treonina (COOH) 12,101 (16) Inositol 29,532 (52)
Glicina 12,340 a7 Acido heptadecanoico 30,089 (53)
Acido succinico 12,525 (18) Acido 6-OH-3-metilnaftalenoacético 30,386 (54)
Glicerato 13,166 (19) Acido linoleico 31,228 (55)
Acido 2,3-dihidroxibutanoico 13,766 (20) Acido oleico 31,342 (56)
Serina (COO-SiMe3) 13,869 (21) Acido cis-vaccenico 31,441 (57)
Treonina (COO-SiMe3) 14,577 (22) Acido estearico 31,834 (58)
Acido aspartico (COOH) 14,739 (23) Acenatftileno 33,110 (59)
Homocisteina 15,240 (24) 2-Octadecatrienoilglicerol 33,815 (60)
Acido 3,4-dihidroxibutanoico 15,714 (25) Terbutilina 34,756 (61)
Acido aspartico (COO-SiMe3) 16,321 (26) Acido araquidico 35,000 (62)
Acido aminomalénico 16,547 27) EDTA 35,408 (63)
Acido malico 17,083 (28) 6-Octadecanoato-a-D-glucopiranésido 35,775 (64)
Acido 2-OH-benzoico 17,292 (29) Ribofuranosa 36,651 (65)
5-oxo-prolina 17,602 (30) Disacéarido derivado de glucosa 40,411 (66)
Fenilalanina 18,019 (31) D-turanosa 40,773 (67)
Acido treénico 18,564 (32) Colesterol 44,777 (68)
Acido eritrénico 18,995 (33) 2-Octadecatrienoilglicerol Il 45,705 (69)
Cistationina 19,169 (34) 1-Monolinoleoilglicerol 45,846 (70)
Acido 4-OH-fenilacético 20,225 (35)

Ac. tetrahidroxipentanoico-1,4-lactona 20,343 (36)

Tabla R_14. Lista de todos los metabolitos identificados. Se incluye el tiempo de retencién (RT) y el
numero de pico correspondiente en la Figura R_26. EDTA: acido etilendiaminotetraacético; IS: estandar
interno.

En la Figura R_26 se muestra un cromatograma representativo obtenido al inyectar 1 pl
de plasma derivatizado en el equipo GC/MS. Para una mejor observacion de los
diferentes picos identificados, el cromatograma se muestra en dos partes. La primera
parte incluye todos los picos cromatograficos eluidos entre los minutos 5 y 23.5. La
segunda parte incluye los picos cromatograficos eluidos entre los minutos 23.5 y 47. Se
muestra ademas una ampliacion de la region comprendida entre los minutos 13 y 23.5.
La numeracién presente en cada uno de los picos cromatograficos identificados

corresponde a los metabolitos recogidos en la Tabla R_14.
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Figura R _26. Cromatograma representativo del andlisis metaboldmico de plasma completo mediante
GC/MS. En el cromatograma superior se pueden observar los metabolitos identificados entre los minutos
5y 23.5, mostrandose ademas una ampliacion de la region comprendida entre los minutos 13 y 23.5. En
el cromatograma inferior se pueden observar los metabolitos identificados entre los minutos 23.5y 47. La
numeracién presente en cada uno de los picos cromatogréficos identificados corresponde a los
metabolitos recogidos en la Tabla R_14.
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4.3.1. Huella dactilar del plasma (plasma fingerprinting).

Como se explicd detalladamente en el apartado 4.1 de la Introduccion, el estudio de la
huella dactilar metabolémica (metabolomic fingerprinting) constituye el primer paso
que puede realizarse cuando se lleva a cabo el estudio metabolémico de una muestra.
Para ello, se llevé a cabo una comparativa directa de los cromatogramas individuales de
ambos grupos, pacientes con SCASEST y controles sanos, que permitio identificar 7
metabolitos (alanina, serina, treonina, glicina, acido 2-ceto-3-metilvalérico, acido 2-OH-
benzoico y acido palmitico) cuyos picos cromatograficos eran de diferente altura entre
ambos grupos. Como ejemplo, en la Figura R_27 se muestra una ampliacién de dos
cromatogramas de pacientes con SCASEST y controles sanos para la fraccion de
treonina sin derivatizar (treonina (COOH)), glicina y acido 2-OH-benzoico.

Pacientes SCASEST Controles sanos Pacientes SCASEST Controles sanos
Abundance Abundance
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Figura R _27. Ampliacion de dos cromatogramas de plasma de pacientes con SCASEST y controles
sanos. A la izquierda puede observarse la diferencia de &rea en los picos cromatogréficos de treonina
(COOH) (12.101 min) y glicina (12.340 min) que se encuentran disminuidos en los pacientes con
SCASEST con respecto a los controles sanos. A la derecha puede observarse la diferencia de area en el
pico cromatogréafico del acido 2-OH-benzoico (17.292 min), ausente en el grupo de controles sanos.
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4.3.2. Analisis estadistico multivariante

Utilizando los programas estadisticos SPSS v15.0 y XLSTAT 2011, se realizaron un
analisis de componentes principales (ACP) y un analisis de agrupamiento jerarquico de
los datos del area normalizada frente al estandar interno (pentadecanoato de metilo) para
los 7 picos cromatograficos seleccionados mediante huella dactilar en el grupo de

pacientes con SCASEST Yy controles sanos.

Observacicnes (ejesF1yF2: 72,73 %) Variables (ejes F1y F2: 72,73 %)
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Figura R 28. Resultados del analisis de componentes principales. En el gréfico de observaciones
(izquierda) aparecen representadas las muestras de controles sanos (azul) y pacientes con SCASEST
(rojo). El gréfico de variables (derecha) muestra la distribucién de los 7 metabolitos seleccionados.

En el grafico de observaciones (izquierda) de la Figura R_28, se puede observar la
buena separacion entre los dos grupos experimentales que proporciono el analisis
estadistico de los datos utilizando exclusivamente los datos de &reas normalizadas de los
7 metabolitos seleccionados mediante huella dactilar. En el grafico de variables
(derecha) se muestra la aportacion de los diferentes metabolitos a la clasificacion de las
muestras en controles o pacientes SCASEST. Los metabolitos alanina, serina, treonina,
glicina y acido 2-ceto-3-metilvalérico se encontraban significativamente disminuidos en
pacientes SCASEST mientras que los metabolitos &cido 2-OH-benzoico y acido

palmitico se encontraban significativamente elevados.
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Figura R 29. Resultados del analisis de agrupamiento jerarquico. El analisis de disimilitud utilizando el
método de Ward muestra una distancia entre componentes del mismo grupo muy pequefia (<0.002), asi
como una buena clasificacion de las diferentes muestras en cada grupo experimental

El analisis de agrupamiento jerarquico (Figura R_29) mostrd6 una muy buena
clasificacion de ambos grupos experimentales en el estudio de similitud en el que se
empled un coeficiente de correlacion de Pearson y el enlace medio como método de
aglomeracion y una buena clasificacion en el estudio de disimilitud utilizando el método
de Ward y la distancia euclidea, con una distancia entre componentes de un mismo
grupo muy pequefia (<0.02). Estos datos muestran que la eleccion de esos 7 metabolitos
constituye un buen perfil para una correcta clasificacion de individuos aleatorios como

pacientes con SCASEST o controles sanos.

4.4. Analisis estadistico multivariante de plasma completo

Una vez completado el estudio de los 7 metabolitos identificados mediante huella
dactilar, se llevd a cabo el andlisis estadistico multivariante del conjunto de 69
metabolitos que fueron identificados en las muestras de plasma de pacientes con
SCASEST vy controles sanos (Tabla R_14).

En el analisis de componentes principales, se obtuvo una buena separacion entre los
grupos de pacientes con SCASEST vy controles sanos tal y como se puede ver en el
grafico de observaciones de la Figura R_30 con una mayor dispersion en el grupo
control (azul) que en los pacientes con SCASEST (rojo). Estableciendo una
comparacion con el grafico de observaciones obtenido cuando se analizaron
exclusivamente los 7 metabolitos obtenidos en la huella dactilar (Figura R_28), se

puede apreciar que se produce una diversificacion de los puntos al incluir todos los
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metabolitos a estudiar aunque se mantiene una buena distincién entre grupos

experimentales.

Ohservaciones(ejes F1y F2:41,59 %)

F2 (13,56 %)

Figura R _30. Resultados del
analisis de componentes
principales. El  gréfico de
observaciones muestra una buena
. separacion de los grupos de
' ) estudio; controles sanos (azul) y
pacientes con SCASEST (rojo).

F1(28,03%)

En la Figura R_31 se muestra el grafico de variables donde se puede observar la
diferente distribucion de los metabolitos identificados. En los dos cuadrantes de la
derecha se concentran los metabolitos que mas influyen en la clasificacion de los
pacientes con SCASEST, es decir que se encuentran elevados en dicho grupo, y en los
dos cuadrantes de la izquierda se concentran los metabolitos que mas influyen en la
clasificacion de los controles sanos, es decir metabolitos que se encuentran disminuidos
en los pacientes con SCASEST. El analisis estadistico empleando una t-Student al
conjunto de areas normalizadas de cada pico cromatografico con respecto al estandar
interno en el grupo de controles sanos y de pacientes SCASEST dio como resultado la
existencia de 15 metabolitos (alanina, &cido 2-ceto-3-metilvalérico, serina, leucina,
treonina, glicina, acido 2-OH-benzoico, acido palmitico, acido linoleico, &cido cis-
vaccenico, lactato, acido alfa-OH-valérico, citrato, 5-oxo-prolina y acido estearico)
cuyas area de pico normalizadas presentaban variaciones estadisticamente significativa
entre ambos grupos. De ellos, 8 metabolitos (&cido 2-OH-benzoico, &cido palmitico,
citrato, acido cis-vaccenico, lactato, acido alfa-OH-valérico, 5-oxo-prolina y acido
estedrico) se encontraron elevados en el grupo de pacientes SCASEST y 7 metabolitos

(alanina, acido 2-ceto-3-metilvalérico, serina, leucina, treonina, glicina y é&cido
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linoleico) presentaban una disminucion estadisticamente significativa en el mismo
grupo (Tabla R_15).
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Figura R_31. Resultados del andlisis de componentes principales para el analisis completo de plasma. El
gréafico de contribucién muestra la distribucién de los 69 metabolitos identificados.

. Sig. . Sig.
Metabolito t (bilatgral) Metabolito t (bilatgral)

Alanina 5,890 <0,001 Acido 2-OH-benzoico -11,570 <0,001
Treonina 5,727 <0,001 Citrato -5,667 <0,001
Serina 5,163 <0,001 Acido palmitico -3,660 0,002
Glicina 5,040 <0,001 Acido cis-vaccenico -3,140 0,009
Acido 2-ceto-3-metilvalérico 3,805 0,002 Acido alfa-OH-Valérico -2,868 0,010
Leucina 2,719 0,014 Acido estearico -2,809 0,012
Acido linoléico 2,708 0,014 Lactato -2,623 0,017

5-oxo-prolina -2,111 0,049

Tabla R_15. El andlisis t-Student revel6 la existencia de 7 metabolitos significativamente disminuidos en
pacientes con SCASEST (izquierda) y 8 metabolitos significativamente aumentados (derecha). En el caso
de los aminoécidos se sumaron las areas normalizadas de las fracciones libres (ej. Serina (COOH)) y
derivatizada (gj. Serina (COO-SiMe3)) para su analisis estadistico.

Como era esperado, los 7 metabolitos que se encontraron estadisticamente alterados en

el analisis previo mediante huella dactilar (alanina, serina, treonina, glicina, acido 2-
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ceto-3-metilvalérico, acido 2-OH-benzoico y &cido palmitico) también lo estaban en el

analisis metaboldmico completo del plasma.
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Figura R_32. Resultados del analisis de agrupamiento jerarquico. El analisis de disimilitud utilizando el
método de Ward muestra una distancia entre componentes del mismo grupo mayor (<3) que la observada
en el estudio de huella dactilar (<0.02).

El analisis de agrupamiento jerarquico en el caso del estudio metabolémico de los 69
metabolitos (Figura R_32) mostr0 una peor clasificacion de ambos grupos
experimentales tanto en el estudio de disimilitud (derecha) como en el estudio de
similitud (izquierda) que en el caso del andlisis de los 7 metabolitos identificados
mediante huella dactilar (Figura R_29). En este caso, la distancia entre componentes de
un mismo grupo es mayor (<3) que la observada en el estudio por huella dactilar
(<0.02). Se observa también que a diferencia de lo ocurrido en el estudio por huella
dactilar, la clasificacion de las muestras en los dos grupos experimentales es peor lo que
de nuevo pone de manifiesto la diferencia altamente significativa en los perfiles
plasmaticos de los 7 metabolitos diferenciales observados mediante huella dactilar entre

controles sanos y pacientes con SCASEST.

En la Tabla R_16 se recoge una breve descripcion de la funcién bioldgica referida en la
base de datos metabolomica humana (Human metabolomic database, HMDB) para cada
uno de los 15 metabolitos que se encontraron alterados en el analisis metabolomicos

completo de plasma en pacientes con SCASEST frente a controles sanos.
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Metabolito

Funcioén biolégica

Alanina

Treonina

Serina

Glicina

Acido 2-ceto-3-metilvalérico

Leucina

Acido linoléico

Acido 2-OH-benzoico

Citrato

Acido palmitico

Acido cis-vaccenico

Acido palmitoleico

Aminoéacido no esencial que presenta altas concentraciones en el misculo y cuya funciona principal es el aporte
de energial. Actla como regulador en el metabolismo de la glucosa. Los niveles sanguineos de alanina se regulan
paralelamente a los niveles de azlcar en la sangre en la diabetes y la hipoglucemia de modo que la alanina
reduce tanto la hipoglucemia severa como la cetosis de la diabetes. Es un aminoacido importante para la
reproduccion de linfocitos y la inmunidad.

Aminoéacido esencial en los seres humanos. Es abundante en el plasma humano, sobre todo en los recién
nacidos. Es un inmunoestimulante que promueve el crecimiento de la glandula del timo. Probablemente también
puede promover la funcién de las células de defensa inmunitaria.

La serina y los productos de su metabolismo han sido reconocidos no sélo por ser esenciales para la proliferaciéon
celular, sino también para las funciones especfficas en el sistema nervioso central. Los resultados de los niveles
alterados de la serina y la glicina en pacientes con trastornos psiquiatricos y las anormalidades severas
neurolégicas en pacientes con defectos de la sintesis de L-serina da relieve la importancia de la L-serina en el
desarrollo y funcién del cerebro.

La funcion principal de la glicina es como un precursor de las proteinas. También es un bloque de construccién
para numerosos productos naturales. La glicina es un neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central,
especialmente en la médula espinal, tronco cerebral, y la retina. Cuando los receptores de glicina se activan, el
cloruro entra en la neurona a través de receptores ionotrépicos, causando un potencial postsinaptico inhibidor.

Metabolito de la isoleucina utilizado como marcador urinario de la enfermedad de jarabe de arce, una enfermedad
genética causada por una deficiencia en la actividad del complejo de la deshidrogenasa de alfa-ceto4cidos de
cadena ramificada lo que impide metabolizar los amino&cidos leucina, isoleucina y valina, lo cual lleva a una
acumulacién de estos quimicos en la sangre

Junto con la valina e isoleucina constituyen los tres aminoacidos esenciales de cadena ramificada. A pesar de sus
semejanzas estructurales, los aminoécidos ramificados tienen diferentes rutas metabdlicas, la valina es
glucogénica, la leucina es exclusivamente cetogénica y la isoleucina ambos.

El &cido linoleico es un &cido graso insaturado también conocido como un &cido graso omega-6. Es un acido
graso esencial en la nutricion humana, ya que no pueden ser sintetizados por los seres humanos. Se utiliza en la
biosintesis de las prostaglandinas a través de acido araquiddnico y las membranas celulares.

El &cido salicilico o salicilato, es el principal producto metabdlico de la del acido acetilsalicilico, farmaco usado
frecuentemente como antiinflamatorio, analgésico, antipirético y antiagregante plaquetario indicado para
personas con riesgo de formacién de trombos sanguineos.

Acido débil que se forma en el ciclo de Krebs o que puede ser introducido con la dieta. La evaluacion de niveles
plasméticos de &cido citrico apenas se utilizan en el diagndstico de enfermedades humanas. Por el contrario, la
excrecién urinaria de citrato es una herramienta comdn en el diagnéstico diferencial de los célculos renales,
acidosis tubular renal y que desempefia también un papel en las enfermedades éseas.

El &cido palmitico o &cido hexadecanoico es uno de los mas comunes los &cidos grasos saturados que se
encuentran en animales y plantas, un &cido graso saturado que se encuentra en las grasas y ceras incluyendo
aceite de oliva, aceite de palma, y los lipidos del cuerpo.

Presente en todos los tejidos y en casi todas las clases de lipidos a una concentracion baja.

Acido graso insaturado constituyente comun de los glicéridos de tejido adiposo humano. Presente en todos los
tejidos, generalmente se encuentra en mayores concentraciones en el higado.

Tabla R_16. Breve descripcion de la funcion biologica de los metabolitos que se encontraron alterados
en pacientes con SCASEST frente a los controles sanos.
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5. Analisis metabolomico de acidos grasos en plasma de pacientes con
SCASEST

Tal y como se describié detalladamente en el apartado 2.4 de Material y Métodos, el
analisis de &cidos grasos en plasma se realiz6 siguiendo el método descrito por Lepage y
Roy [187]. Al igual que en el caso del analisis metabolomico completo del plasma, las
areas de los picos de los diferentes acidos grasos se normalizaron con respecto al area
de pico del estandar interno utilizado (pentadecanoato de metilo). Con estos datos se
realiz6 un andlisis de componentes principales, un andlisis de agrupamiento jerarquico y
un analisis estadistico empleando una t-Student. En la Tabla R_17 se recogen los 24
acidos grasos analizados junto con los valores de la desviacion estandar relativa del area
de pico cromatografico de los diferentes acidos grasos para pacientes con SCASEST y

controles sanos.

Metabolito RT (min) Pico Metabolito RT (min) Pico
14:0 Miristico 10.654 (1) 20:5n-3 Eicosapentanoico (EPA) 28.509 (13)
15:0 Pentadecanoato de metilo (IS) 12.913 (2) 20:3n-6 Eicosatrienoico 29.102 (14)
16:1n-9 trans Palmitoleico 14.775 (3) 20:2n-6 Eicosadienoico 29.911 (15)
16:1n-7 Palmitoleico 14.912 (4) 20:1n-6 Eicosanoico 30.097 (16)
16:0 Palmitico 15.386 (5) 20:0 Araquidico 31.362 (17)
17:0 Heptadecanoico 19.077 (6) 22:6n-3 Docosahexaenoico (DHA) 35.802 (18)
18:3n-6 Gamma-linoleico 21.289 (7) 22:5n-6 Docosapentaenoico 36.091 (19)
18:2n-6 Linoleico 21.743 (8) 22:4n-3 Docosatretaenoico 36.398 (20)
18:1n-9 Oleico 22.118 (9) 22:0 Docosanoico 39.007 (21)
18:1n-7 Cis vaccenico 22.467 (10) 23:0 Tricosanoico 42.341 (22)
18:0 Esteéarico 23.278 (11) 24:1n-9 Tetracosenoico 43.011 (23)
20:4n-6 Araquidénico 28.340 (12) 24:0 Tetracosanoico 43.186 (24)

Tabla R 17. Resumen de todos los &acidos grasos identificados junto con el nimero de pico
correspondiente en la Figura R_33. RT: tiempo de retencién; IS: estandar interno.

En la Figura R_33 se muestra un cromatograma representativo del analisis
metabolémico de acidos grasos obtenido al inyectar 1 pl de plasma derivatizado en el
equipo GC/MS. Para una mejor observacion de los diferentes picos identificados, se
incluye una ampliacion de los picos cromatogréaficos eluidos entre los minutos 28 y 38.
La numeracién presente en cada uno de los picos cromatograficos identificados

corresponde a los metabolitos recogidos en la Tabla R_17.
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Figura R 33. Cromatograma representativo del andlisis metabolomico de acidos grasos en plasma
mediante GC/MS. Se muestra una ampliacion de la regién comprendida entre los minutos 28 y 38. La
numeracién presente en cada uno de los picos cromatograficos identificados corresponde a los
metabolitos recogidos en la Tabla R_17.

En la Figura R_34 se puede ver como el grafico de observaciones muestra un grado de
dispersion ligeramente mayor en las muestras de controles sanos que el observado en las
muestras de pacientes con SCASEST. A pesar de ello, existe una buena separacion entre
grupos experimentales lo que sugiere que los perfiles de acidos grasos de los pacientes

con SCASEST fueron significativamente diferentes que los de los controles sanos.

Observaciones (ejesF1yF2: 38,51 %)

F2(18,00%)
-

Figura R_34. Resultados del analisis
de componentes principales. En el
grafico de observaciones aparecen
s ) representadas las  muestras  de
o ' " | controles sanos (azul) y pacientes con
SCASEST (rojo).

F1{20,52%)
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Variables (ejes F1y F2: 38,51 %)
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Figura R_35. Resultados del andlisis de componentes principales para el andlisis metabolomico de &cidos
grasos en plasma. El gréfico de contribucion muestra la distribucion de los 23 &cidos grasos identificados
(no se incluye el estandar interno).

En el analisis estadistico con t-Student se obtuvieron 4 &acidos grasos (acido palmitico
(16:0), acido trans palmitoleico (16:1n-9), acido cis-vaccenico (18:1n-7) y acido
linoleico (18:2n-6)) cuyas concentraciones estaban estadisticamente variadas entre el
grupo de pacientes con SCASEST Yy los controles sanos (Figura R_36). De ellos, 3
acidos grasos (acido palmitico (16:0), acido trans palmitoleico (16:1n-9), y acido cis-
vaccenico (18:1n-7)) se encontraron elevados en pacientes con SCASEST mientras que
el acido linoleico (18:2n-6) se encontraba disminuido en este grupo. Ademas, 3 de los 4
acidos grasos significativamente alterados en este estudio (&cido palmitico, acido cis-
vaccenico Y acido linoleico) también se encontraban significativamente alterados en el
estudio metabolémico completo de plasma mientras que el acido estearico no presentd

en este analisis variacion estadisticamente significativa.
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Figura R_36. Acidos grasos que se encontraron significativamente alterados en pacientes con SCASEST
tras el andlisis estadistico de los datos aplicando una t-Student.

En la Figura R_37 se muestran los resultados del andlisis de agrupamiento jerarquico.

Se obtuvo una muy buena clasificacion de casi todas las muestras entre los dos grupos

experimentales de manera analoga a lo observado en el estudio metaboldmico mediante
huella dactilar (Figura R_29).
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Figura R _37. Resultados del andlisis de agrupamiento jerarquico. El andlisis de disimilitud utilizando el

método de Ward muestra una muy buena clasificacion de las diferentes muestras entre los dos grupo
experimentales.
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6. Validacion de resultados

Para la validacion de los resultados obtenidos en el analisis metaboldmico completo de
plasma se utiliz6 de nuevo la cromatografia de gases unida a espectrometria de masas
(GCIMS).

Para ello, se llevo a cabo el analisis metabolémico de plasma total en un nuevo grupo de
muestras de 15 pacientes con SCASEST y 15 controles sanos. El protocolo de
derivatizacion de las muestras y las condiciones experimentales fueron las descritas
previamente con detalle en el apartado 2.2.2 de Material y Métodos. En cada caso la
inyeccion de la muestra se realizd por triplicado y el area de cada pico cromatografico
se dividio por el area del estandar interno. La media de las tres areas normalizadas para
cada pico cromatografico fue utilizada para el analisis estadistico posterior.

En este caso, sOlo se emplearon para el analisis estadistico las areas de los 15
metabolitos que se habian encontrado variados previamente. Mediante un analisis
estadistico empleando una t-Student se encontraron de nuevo diferencias
estadisticamente significativas en 11 metabolitos (alanina, &cido 2-ceto-3-metilvalérico,
serina, leucina, treonina, glicina, acido 2-OH-benzoico, citrato, acido palmitico, &cido
linoleico y é&cido 11-cis vaccenico) no mostrando diferencias estadisticamente
significativas 4 metabolitos (lactato, acido alfa-OH-valérico, 5-oxo-prolina y &cido

estedrico).

Todos los metabolitos que fueron identificados en la primera fase del estudio mediante
huella dactilar (alanina, serina, treonina, glicina, acido 2-ceto-3-metilvalérico, acido 2-
OH-benzoico y acido palmitico) se encontraron de nuevo variados durante el proceso de
validacion lo que confirma la existencia de una diferencia altamente significativa en los
perfiles plasmaticos de estos 7 metabolitos en pacientes SCASEST. Igualmente se
validaron los 3 acidos grasos que también se encontraron alterados en el analisis
metabolémicos de &cidos grasos (acido palmitico, &cido cis-vaccenico y acido

linoleico).

En la Figura R_38 se presentan las gréaficas de los valores medios de los 11 metabolitos

validados junto con el valor de significacion estadistica, p, obtenido mediante t-Student.
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Figura R_38. En el proceso de validacion de los resultados obtenidos en el analisis metabolémico
completo de plasma se validaron 11 de los 15 metabolitos inicialmente alterados en los dos grupos
experimentales. 4 metabolitos (lactato, acido alfa-OH-valérico, 5-oxo-prolina y acido estearico) no se
encontraron significativamente variados en el anlisis estadistico de los datos aplicando una t-Student.

Cabe destacar ademas que el acido estedrico no mostro diferencias significativas en el
grupo de muestras de validacion confirmando los resultados obtenidos previamente en
el analisis metabolomico de &cidos grasos en el que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con SCASEST Yy el grupo de

controles sanos.

De

significativas en el proceso de validacion (alanina, serina, leucina, treonina, glicina,

los 11 metabolitos que mostraron de nuevo diferencias estadisticamente

acido 2-ceto-3-metilvalérico, acido 2-OH-benzoico, citrato, acido palmitico, acido
linoleico y 4acido cis-vaccenico), el acido 2-OH-benzoico o &cido salicilico no se
consideré como un potencial biomarcador de enfermedad cardiovascular ya que se trata
del metabolito principal del catabolismo del acido 2-(acetiloxi)-benzoico o acido acetil
salicilico (aspirina) que se utiliza como tratamiento de primera linea en paciente que
sufren SCA.

7. Estudio de perfiles metabolomicos

Tras la validacion de los resultados obtenidos en el analisis metabolomico completo de
plasma en pacientes con SCASEST vy controles sanos, se obtuvieron 11 metabolitos que
mostraron de nuevo diferencias estadisticamente significativas de los cuales 7 estaban

disminuidos en el grupo de pacientes con SCASEST (alanina, serina, leucina, treonina,
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glicina, &cido 2-ceto-3-metilvalérico y &cido linoleico) y 4 se encontraban aumentados
en este mismo grupo (&cido 2-OH-benzoico, citrato, &cido palmitico y acido cis-

vaccenico).

De los 7 metabolitos disminuidos en el grupo de pacientes con SCASEST destaca la
existencia de 5 aminoacidos (alanina, serina, leucina, treonina y glicina) y 1 metabolito

relacionado con ellos (&cido 2-ceto-3-metilvalérico).

Estos resultados sugieren que la valoracion conjunta de estos 5 aminoacidos puede
constituir un perfil de interés clinico para el diagnéstico del SCASEST. En la Figura
R_39 se muestra una representacion grafica de los las abundancias medias de estos 5
aminoécidos entre los dos grupos experimentales. La union de los diferentes puntos
mediante una linea de tendencia permite distinguir claramente la existencia de un perfil

caracteristico en los pacientes con SCASEST frente a los controles sanos.
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Figura R_39. Representacion gréfica de la abundancia total de los cinco aminodcidos significativamente
alterados entre el grupo de pacientes con SCASEST y los controles sanos. Mediante una linea de
tendencia puede verse claramente que ambos grupos experimentales poseen perfiles diferentes en los
cinco aminoAcidos.
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En el andlisis metabolémico de &cidos grasos en plasma se encontraron 4 acidos grasos
que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes
con SCASEST vy el grupo de controles sanos. De ellos, 3 &cidos grasos (&cido palmitico
(16:0), é&cido trans palmitoleico (16:1n-9), y &cido cis-vaccenico (18:1n-7)) se
encontraron elevados en los pacientes con SCASEST mientras que el acido linoleico
(18:2n-6) se encontraba disminuido en este grupo.

Adicionalmente, se estudiaron los perfiles de &cidos grasos saturados, monoinsaturados,
omega 3 y omega 6 que presentaban los dos grupos experimentales. Para ello se
sumaron las abundancias totales de los acidos grasos saturados (14:0 tetradecanoico,
16:0 palmitico, 17:0 heptadecanoico, 18:0 estedrico, 20:0 eicosanoico, 22:0
docosanoico, 23:0 tricosanoico y 24:0 tetracosanoico), de los 4acidos grasos
monoinsaturados (16:1n-9transpalmitoleico, 16:1n-7 palmitoleico, 18:1n-9 oleico,
18:1n-7 cis-vaccenico, 20:1n-6 eicosanoico y 24:1n-9 tetracosenoico), de los acidos
grasos omega 3 (20:5n-3 eicosapentanoico (EPA), 22:6n-3 docosahexaenoico (DHA) y
22:4n-3 docosatretaenoico) y de los acidos grasos omega 6 (Gamma-linoleico, 18:2n-6
linoleico, 20:4n-6 araquidonico, 20:3n-6 eicosatrienoico, 20:2n-6 eicosadienoico, 20:1n-

6 eicosanoico y 22:5n-6 docosapentaenoico) para cada grupo experimental.

Como puede verse en la Figura R_40, se encontro que el grupo de pacientes con
SCASEST presentaba una mayor concentracion plasmatica de acidos grasos saturados y

una menor concentracion de acidos grasos monoinsaturados, omega 3 y omega 6.
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Figura R_40. Representacion grafica que refleja la mayor abundancia plasméatica de &cidos grasos
saturados y menor abundancia de &cidos grasos insaturados (monoinsaturados, omega 3 y omega 6) en el
grupo de pacientes con SCASEST frente a los controles sanos.
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Como consecuencia de la mayor concentracion plasmatica de &cidos grasos saturados se
observo que los pacientes con SCASEST presentaban una relacion entre acidos grasos
saturados e insaturados (monoinsaturados, omega 3 y omega 6) mayor que los controles

sanos como puede verse en la Figura R_41.
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Figura R_41. Representacion gréfica que refleja la mayor relacion de acidos grasos saturados frente a
cidos grasos insaturados (monoinsaturados, omega 3 y omega 6) en el grupo de pacientes con SCASEST
frente a los controles sanos.

Nuestro estudio del perfil metabolémico de &cidos grasos en plasma reveld, por tanto, la
existencia de perfiles diferentes y caracteristicos en los acidos grasos saturados e
insaturados (monoinsaturados, omega 3 y omega 6) entre los dos grupos experimentales
lo que esta en concordancia con la buena clasificacion de los diferentes individuos
incluidos en el estudio obtenida mediante ACP (Figura R_34) y los resultados obtenidos

en el analisis de agrupamiento jerarquico (Figura R_37).

Puesto que los desordenes en las fracciones lipidicas plasmaticas constituyen un factor
de riesgo cardiovascular, es posible que este perfil caracteristico de acidos grasos pueda

tener interés clinico para el diagndstico temprano de la enfermedad cardiovascular.
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Discusion

La verdadera sabiduria esta en reconocer la propia ignorancia
Sécrates

En esta Tesis Doctoral se presenta por primera vez el estudio protebmico vy
metabolémico conjunto de muestras de plasma de pacientes con sindrome coronario
agudo (SCA) frente a individuos sanos. Mediante estos estudios se han podido
identificar proteinas y metabolitos implicados en el proceso fisiopatoldgico de esta
enfermedad aportando nuevos datos que permitan, en un futuro, desarrollar nuevas

estrategias diagndsticas y terapéuticas.

En las Gltimas dos décadas se han producido avances importantes en la comprension de
la fisiopatologia de la aterogénesis, especialmente gracias a una mayor comprension del
papel esencial que la inflamacion juega en las distintas fases del desarrollo de la placa,
desde el inicio de la enfermedad hasta su fisura o rotura, dando lugar a la aparicion de
un SCA.

En la actualidad se le concede cada vez mayor importancia al estudio de la biologia y
actividad de la placa aterosclerética que es la que confiere el riesgo a una lesion de
producir un SCA, méas que su grado de estenosis luminal [189]. Asi se ha descubierto
que las lesiones bioldégicamente mas activas tienen una serie de caracteristicas
diferenciales respecto de las mas quiescentes. Son caracteristicas morfoldgicas e
inflamatorias en las que tiene lugar un gran infiltrado de macrofagos y linfocitos, una
gran produccion de moléculas que destruyen el citoesqueleto de la placa (citocinas,
metaloproteinasas, etc.) y una disminucion de la sintesis de proteinas, como el colageno,

que le confieren estabilidad.

Se sabe ademas, que el crecimiento de la lesion aterosclerdtica se acompafia de un
remodelado adaptativo de la arteria lesionada, de forma que inicialmente la lesion crece

hacia el exterior. En esta fase, el analisis de la luz coronaria no permite identificar
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ninguna alteracion, mientras que el andlisis de la pared arterial si que muestra su
existencia. Por tanto, el progresivo incremento de nuestro conocimiento sobre la intima
relacion existente entre inflamacion y aterogénesis ha permitido una mayor
comprension de la fisiopatologia de esta enfermedad [190, 191] y ha dado lugar a la
aparicion de un gran nimero de estudios que han permitido descubrir posibles
marcadores de enfermedad y nuevas dianas terapéuticas que permitan, en su conjunto,
establecer un mejor y mas temprano diagndstico e iniciar un tratamiento adecuado que

mejore el prondstico de supervivencia de los pacientes.

En los estudios de protedmica se puede detectar la composicién/estructura de las
proteinas, los cambios conformacionales, las alteraciones moduladoras durante el
desarrollo y las modificaciones post-traduccionales. El estudio del proteoma permite, asi
mismo, conocer variaciones cuantitativas de las proteinas dependiendo de su estado de
desarrollo, el gasto metabdlico, el estado fisiopatoldgico del organismo, etc., asi como
las interacciones con otras proteinas o con farmacos. En este sentido, y puesto que las
proteinas se encuentran organizadas y expresadas en sistemas que interactlan entre si,
su estudio puede llegar a ser muy complicado debido a las multiples interacciones que
éstas tienen dentro del sistema. La protedmica permite, ademas, identificar proteinas
individuales en mezclas complejas de miles de moléculas a partir de cantidades minimas

de muestra bioldgica.

Por su parte, la metabolomica permite estudiar el conjunto de los productos finales y
subproductos de las vias metabdlicas, Ilamados metabolitos, que existen en los seres
humanos y otros organismos [141]. Asi se conoce con el término de metaboloma al
conjunto de pequefias moléculas que componen un organismo [142]. La naturaleza de
los metabolitos estudiados en un analisis metabolémico es muy amplia e incluye acidos
organicos, aminoacidos, aminas, azlcares, esteroides, bases de acidos nucleicos y otras

sustancias, todas ellas intermediarias del metabolismo celular.

La interpretacion de los cientos o miles de metabolitos presentes en las rutas
metabolicas de un organismo supone un enorme reto debido a la gran variedad de su
naturaleza quimica. Sin embargo, es indudable que la comparacién de los perfiles
metabolémicos de pacientes y controles sanos supone una herramienta de gran valor
para alcanzar un mayor conocimiento y una mejor comprension de la fisiopatologia de
la enfermedad [144].
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1. ANALISIS PROTEOMICO DE PLASMA

Tal y como habiamos visto en un estudio llevado a cabo anteriormente por nuestro
grupo [188], el analisis protedmico de plasma mediante 2D-DIGE permite mejorar el
rango dinamico de deteccion respecto a la 2-DE convencional. En esta Tesis Doctoral
hemos realizado un estudio proteémico mediante 2D-DIGE de plasma deplecionado con
la columna de inmunoafinidad MARS Hu-14 con el objetivo de encontrar nuevos
potenciales biomarcadores prondéstico y diagnostico de SCA. Este estudio supone
ademas un paso adelante con respecto al que ya ha realizado nuestro grupo de
investigacion en el que se empled la columna MARS Hu-6 [188]. Hemos realizado
también un estudio 2D-DIGE utilizando la tecnologia ProteoMiner de ecualizacion para
evaluar la posible co-deplecion de proteinas que puedan estar unidas bajo condiciones
fisiologicas a las proteinas mayoritarias eliminadas por la columna y un estudio 2D-
DIGE para comparar el perfil proteomico de pacientes con SCACEST con respecto al
de pacientes con SCASEST.

1.1. Analisis proteomico de plasma deplecionado en pacientes con
SCASEST vs controles sanos

El anélisis protedbmico mediante 2D-DIGE de plasma deplecionado con la columna de
afinidad MARS Hu-14 permite eliminar 8 proteinas (fibrindgeno, alfa-2-
macroglobulina, alfa-1-glicoproteina acida, IgM, apolipoproteina Al, apolipoproteina
A2, complemento C3 y prealbimina) que no fueron eliminadas por la columna MARS

Hu-6 empleada en los estudios realizados anteriormente por nuestro grupo [188].

El analisis de componentes principales (ACP) de las manchas proteicas que presentaron
variaciones significativas entre los dos grupos experimentales tras realizar el analisis
estadistico mediante una t-Student (p<0.05), nos proporciono una distribucion de las
muestras incluidas en el estudio en dos grupos perfectamente diferenciados (Figura
R_03). La primera componente principal separé de manera manifiesta las muestras de
pacientes con SCASEST de los controles sanos lo que demuestra que tanto el disefio

experimental como las muestras seleccionadas en el estudio fueron correctos.

Las 23 proteinas diferencialmente expresadas se agruparon en cinco grupos funcionales
atendiendo a su posible implicacion en el desarrollo del SCA, proteinas de transporte,

inflamacion e inmunidad, coagulacion, proteasas y otras funciones.
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1.1.1. Proteinas de transporte

La ceruloplasmina es una proteina de 122 KDa perteneciente a la familia de las
multicuprooxidasas que se sintetiza principalmente en el higado, aunque también es
producida por otros tipos celulares como monocitos, astrocitos y células de Sertoli. Se
caracteriza desde el punto de vista estructural por presentar tres tipos de sitios de union
para el cobre, y desde el punto de vista funcional, por catalizar la reduccion de una
molécula de oxigeno con formacion de una de agua, sin liberacion de intermediarios
potencialmente téxicos [192]. En nuestro estudio, la ceruloplasmina se encontrd
significativamente disminuia en los pacientes con SCASEST, disminucion que fue
validada mediante SRM (Figura R_09). Es posible que los niveles disminuidos de esta
proteina debido a su capacidad para catalizar la reduccién de moléculas de oxigeno
Ileven consigo un aumento de oxigeno libre y con ello la oxidacidn tisular que favorezca
el proceso aterogénico. No obstante seran necesarios nuevos estudios que confirmen el

papel de la ceruloplasmina en el desarrollo del SCA.

La hemopexina (51 KDa) es la proteina plasméatica con mayor afinidad de union al
grupo hemo. Se expresa principalmente en el higado, y pertenece a los reactantes de
fase aguda, cuya sintesis es inducida después de la inflamacion [193]. Se ha descrito en
diversos estudios como determinadas hemoproteinas son desencadenantes activos de la
peroxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL), lo que contribuye al desarrollo
de la aterosclerosis [194-196]. En este sentido, la hemopexina por tanto jugaria un papel
de proteccion frente a la oxidacion de la apolipoproteina B y las LDL provocada por
cualquier hemoproteina como la hemoglobina [194, 196]. En este sentido, la
hemopexina puede actuar por tanto, como un antioxidante extracelular contra el dafio
mediado por la hemoglobina en los estados inflamatorios como el que tiene lugar
durante la aterosclerosis. Acorde a este planteamiento, nuestros pacientes con
SCASEST presentaban niveles claramente disminuidos de hemopexina en comparacion
al grupo de controles sanos (DIGE ratio P/C = -2.37), diferencia que fue comprobada

mediante inmunodeteccion bidimensional (Figura R_08).

En nuestro estudio, los pacientes con SCASEST presentaban niveles significativamente
disminuidos de la proteina de union a retinol-4 (RBP4). Se trata de una proteina
secretada por adipocitos que ha sido asociada recientemente con la resistencia a la
insulina y muchos de los componentes del sindrome metabdlico en sujetos con diabetes

mellitus tipo 2 u obesidad [197, 198]. La asociacion de la resistencia a la insulina y el
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sindrome metabolico con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular es bien
conocido y constituye un enlace fisiopatoldgico entre la obesidad, aterosclerosis, y las
complicaciones cardiovasculares [199-201]. A pesar de ello, el papel de la RBP4 en las
complicaciones cardiovasculares todavia no se conoce completamente y se estan
desarrollando estudios con modelos animales que permitan entender la asociacion de
esta proteina con citoquinas pro-inflamatorias y lipoproteinas de baja densidad (LDL)
[202-204].

La proteina de union a vitamina D es la proteina encargada del transporte de
metabolitos de la vitamina D en la sangre. Adicionalmente, también se une a acidos
grasos y mondmeros de actina, impidiendo su polimerizacion que podria ser perjudicial
en el sistema circulatorio [205]. Los beneficios conocidos de la vitamina D sobre la
salud oOsea y la regulacion inmunologica, ha aumentado el interés en la proteina de
union a vitamina D dado su papel en el mantenimiento de los niveles totales de vitamina
D en el organismo y en la regulacion de las cantidades de libre (no unida) de vitamina
disponible para los tejidos y las células. Varios estudios han demostrado que la
deficiencia de vitamina D se asocia con las enfermedades cardiovasculares y sus
factores de riesgo como la diabetes mellitus tipo 11 y el empeoramiento de la funcion
renal, constituyendo por tanto un factor de riesgo en si mismo independiente para
eventos cardiovasculares, en particular para los accidentes cerebrovasculares y SCA
[206-211]. En nuestro estudio, la proteina de union a vitamina D presentd niveles
disminuidos en los pacientes con SCASEST al igual que el resto de proteinas
trasportadoras que se encontraron significativamente alteradas en el experimento 2D-
DIGE confirmando los estudios publicados hasta la fecha respecto a que niveles

disminuidos de esta proteina se asocian con enfermedades cardiovasculares.

Las apolipoproteinas son la parte proteica de las lipoproteinas que generalmente se
combinan con los lipidos. La apolipoproteina A-1 (ApoA-l1) esta asociada con
lipoproteinas de alta densidad (HDL) mientras que la apolipoproteina B (ApoB) se
asocia con las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las lipoproteinas HDL y su
principal proteina apolipoproteina Al tienen un efecto protector contra la aterosclerosis
a través de varios mecanismos, incluyendo la capacidad de mediar en el transporte
inverso de colesterol [212]. En modelos animales se ha observado que una
sobreexpresion de ApoA-I y un aumento de los niveles de HDL se relacionan con una

reduccidn significativa en el proceso aterosclerético [213, 214]. La ApoA-I activa la
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enzima lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT), la cual cataliza la esterificacion del
colesterol que es transportado al higado para ser metabolizado y excretado. Por tanto,
niveles bajos de ApoA-l1 como los que obtuvimos en nuestro experimento en los
pacientes con SCASEST pueden constituir un factor de riesgo para la aterosclerosis, ain

con concentraciones normales de ApoB.

La apolipoproteina A-IV (ApoA-1V) es una glicoproteina de 46 kDa sintetizada
principalmente en las células epiteliales (enterocitos) del intestino delgado durante la
absorcion de las grasas. Posteriormente, entra en el compartimento de plasma como una
proteina estructural de los quilomicrones, de las lipoproteinas de muy baja densidad de
lipoproteinas (VLDL) y de las lipoproteinas HDL. A pesar de que la ApoA-1V es una
lipoproteina circulante importante, su funcion fisiol6gica no se conoce completamente
[215]. Varios estudios han sefialado que desempefia un papel importante en el transporte
reverso del colesterol [216], puede actuar como una sefial fisioldégica de saciedad
postprandial [217], y que tiene propiedades antioxidantes y anti-aterogénicas [218]. Asi,
se han descrito cambios en la concentracion serica de ApoA-1V en pacientes con
diversos trastornos como el sindrome de mala absorcion, pancreatitis cronica [219] y
enfermedad renal [220]. De manera similar a la ApoA-1 es posible que los niveles
disminuidos de ApoA-1V encontrados en los pacientes con SCASEST supongan un
factor de riesgo para la aterosclerosis debido a su papel en el transporte reverso del

colesterol.

La apolipoproteina E (ApoE) es una proteina multifuncional glicosilada de 36 KDa que
se caracteriza por su amplia distribucion tisular. A pesar de su importancia en el
transporte de lipidos y la patogénesis de la aterosclerosis [221], la ApoE se asocia
también con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson [222] y trastornos autoinmunes, como la esclerosis maltiple y
la psoriasis [223]. Entre otros, el papel de la ApoE en la modulacion de la inflamacion y
la oxidacion es fundamental para dilucidar los factores de riesgo de las enfermedades
mencionadas ya que su funcion esta estrechamente relacionada con las citoquinas pro-
inflamatorias y antiinflamatorias. En modelos animales, los ratones deficientes en ApoE
presentaban niveles plasmaticos de colesterol elevados, como consecuencia de un
catabolismo incorrecto de las lipoproteinas ricas en colesterol [224]. Estos ratones
desarrollaban ademas lesiones ateroscleroticas complejas mientras que si se les aportaba

ApoE [225-227] se reducian sus niveles de colesterol en plasma, proporcionandoles
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ademas proteccion contra la progresion de la aterosclerosis lo que esta acorde con los
resultados de nuestro estudio donde encontramos niveles disminuidos de ApoE en el

grupo de pacientes con SCASEST.

1.1.2. Proteinas de inflamacion y respuesta inmune

La proteina inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4 (ITIH4) pertenece a la
familia de la inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada (ITIH). No se conoce
exactamente cual es su funcion y se piensa que puede estar involucrada en el transcurso
de la fase aguda de las enfermedades ya que ha sido encontrada elevada en suero de
pacientes que habian sido sometidos a cirugia asi como en diferentes procesos
tumorales [228-230]. En nuestro estudio esta proteina se identificé en cinco manchas
proteicas diferencialmente expresadas. En cuatro de ellas, la proteina se encontraba
elevada mientras que en una presentaba niveles de expresion disminuidos en el grupo de
pacientes con SCASEST frente al grupo de controles sanos. Mediante SRM, la ITIH4
presentd niveles disminuidos en el grupo de pacientes. Puesto que no existe un
conocimiento claro de cuél es la funcion de esta proteina y su implicacion en la fase
aguda, se necesitan estudios posteriores que clarifiquen su papel en el proceso

inflamatorio y en el SCA.

La alfa-1-antiquimiotripsina es una alfa globulina glicoproteina del grupo de las
serpinas, cuya funcién principal se basa en controlar la actividad de las serinproteasas
[231]. Pertenece al grupo de proteinas de fase aguda presentando niveles plasmaticos
elevados en plasma en respuesta a procesos de inflamacion [232-234]. Esta proteina ha
sido, ademas, encontrada significativamente aumentada en plasma de pacientes con
estenosis aortica degenerativa (EAD) por nuestro grupo de investigacion y ha sido
patentada como marcador prondstico y diagnostico de EAD. En nuestro estudio, esta
proteina presentd niveles de expresion significativamente elevados en pacientes con
SCASEST lo que indica la existencia de un proceso inflamatorio inherente al proceso
aterosclerotico. Por lo tanto, estos resultados obtenidos en EAD y SCA por nuestro
grupo de investigacién permiten plantear nuevas lineas de investigacion para estudiar
tanto la posible relacion entre EAD vy la aterosclerosis como las diferencias entre ambos
procesos, lo cual es un paso previo necesario para el desarrollo de nuevos
biomarcadores y dianas terapéuticas especificas.

El kinindgeno-1 es una proteina multifuncional que participa en la via intrinseca de la

coagulacion formando parte del sistema Kalikreina-Kininas [235, 236] inhibiendo la
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agregacion de plaquetas inducida por trombina y plasmina [237, 238]. Nuestro grupo ha
encontrado previamente, niveles de expresion de esta proteina aumentados en el plasma
de pacientes estables respecto a los controles sanos lo que podria favorecer la inhibicion
de la coagulacion y evitar a la vez la progresion de la aterosclerosis [188]. En nuestro
estudio obtuvimos cuatro manchas proteicas que fueron identificadas como kinin6geno-
1. Tres de ellas presentaban una expresion estadisticamente disminuida en pacientes con
SCASEST vy una estaba aumentada. En la validacion por SRM se encontr6 una
expresion disminuida en pacientes lo que concuerda con los resultados obtenidos
previamente por nuestro grupo, ya que niveles plasmaticos disminuidos de kinindgeno-

1 podrian favorecer la agregacion plaquetaria y la progresion de la aterosclerosis.

La proteina 1 relacionada con el complemento factor H no tiene una funcion definida
pero se cree que puede estar relacionada con la activacion del complemento y también
estar asociada a lipoproteinas jugando un papel en la regulacion del metabolismo
lipidico. EI complemento factor H, por su parte, participa en la via del complemento
actuando como cofactor en la inactivacion de C3b. Ambas se encontraron disminuidas
en el grupo de pacientes con SCASEST. Analogamente a lo descrito anteriormente,
nuestro grupo ya habia descrito previamente disminucion de los niveles plasmaticos del
complemento factor H a los 4 dias y a los 6 meses de producirse el SCA [188]. Por su
parte, el complemento C1r es una serin proteasa que se combina con C1q y Cls para
formar el complemento C1, el primer componente de la via clasica del sistema del
complemento (Figura D_01). En anteriores estudios nuestro grupo habia encontrado una
especie proteica de esta proteina disminuida dos meses después del episodio agudo
[188]. En nuestro experimento, el complemento C1r presentd un aumento
estadisticamente significativo mientras que un fragmento de esta proteina estaba
disminuido. Los datos obtenidos en nuestro experimento junto con los obtenidos
previamente por nuestro grupo, muestran que el SCA modifica el sistema del
complemento, pero no aclaran las consecuencias de esta modificacion, por lo que se

requieren futuras investigaciones que esclarezcan su funcion en esta patologia.

La fibronectina es una proteina de 262 KDa involucrada en mdaltiples funciones
celulares como son la adhesién, motilidad y mantenimiento de su estructura. Los
pacientes con SCA muestran una elevacion de los niveles plasmaticos de fibronectina
frente al grupo de controles sanos. No estd muy estudiado cual puede ser la relacion

entre valores de expresion alterados de la fibronectina y el desarrollo de la
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aterosclerosis, aunque es posible que exista una relacion entre los niveles elevados de
esta proteina y la migracion de células musculares durante el proceso aterosclerético.
No obstante, es necesario llevar a cabo nuevas investigaciones que clarifiquen el papel
que esta proteina puede tener en el desarrollo del SCA.

1.1.3 Proteinas de coagulacion

La antitrombina Il es un inhibidor de la cascada de coagulacién sanguinea que actla
inhibiendo entre otras a la trombina, y a los factores 1Xa, Xa y Xla. En nuestro
experimento encontramos dos manchas proteicas cuyo nivel de expresion se encontraba
en una de ellas aumentado y en otra disminuida en pacientes con SCASEST. En la
validacion por inmunodeteccion se obtuvieron valores disminuidos de expresion de esta
proteina en el grupo de pacientes con SCASEST lo que sugiere que la falta de
antitrombina 111 puede contribuir a la aparicion de coagulos sanguineos que a través de
la obstruccion de la luz arterial desencadenen la aparicion de un SCA. También
encontramos niveles de expresion disminuidos en pacientes con SCASEST en otra
proteina inhibidora de la trombina, la heparina cofactor 2 cuyo déficit, de manera
analoga a lo explicado en el caso de la antitrombina 111, podria contribuir a la aparicion

de coagulos sanguineos.

El fibrindgeno es una proteina directamente implicada en la cascada de la coagulacion,
fundamental en la formacion de la fibrina la cual participa directamente en la formacion
del trombo [239] y en los mecanismos que provocan agregacion plaquetaria [240]. En
este sentido, se ha comprobado que los niveles de fibrinbgeno estan elevados en el
plasma de pacientes con cardiopatia isquémica respecto a controles sanos [241-244],
llegando a relacionar los niveles elevados de fibrinbgeno con una mayor tasa de
isquemia recurrente [245]. Nuestro grupo ya habia encontrado en experimentos previos
alteraciones en los niveles de expresion de multiples isoformas de fibrinbgeno gamma
algunas de las cuales se hallaban disminuidas y otras aumentadas [188]. En este caso
encontramos una Unica mancha proteica correspondiente a fibrinbgeno gamma cuyos
niveles de expresion se encontraban disminuidos en pacientes con SCASEST, resultado
que fue posteriormente validado mediante inmunodeteccién (Figura R_08). Esta
aparente discrepancia de los niveles de expresion de la proteina hace que nuestros
resultados sean dificiles de interpretar y consideramos necesario realizar nuevos

estudios para tratar de esclarecerlos.
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La alfa-2-macroglobulina es una de las catorce proteinas mayoritarias del plasma que
tedricamente debe deplecionar la columna MARS Hu-14. Segln los documentos de la
casa comercial se produce una deplecion del 99.6% en suero y del 99.3% en plasma de
esta proteina por lo que existe una cantidad muy pequefia de proteina no deplecionada
cuyos niveles de expresion pudieran aparecen alterados como asi sucedié en nuestro
experimento. En este caso, obtuvimos niveles aumentados de expresion de la alfa-2-
macroglobulina en pacientes con SCASEST que concuerdan con resultados previamente
publicados por nuestro grupo empleando una MARS Hu-6 cuyos niveles de expresion
se encontraron disminuidos a los 4 dias de producirse el evento coronario y elevados a
los 6 meses [188]. De manera analoga a los descrito anteriormente con el fibrindgeno
gamma parece existir una discrepancia de los niveles de expresion de la proteina en
diferentes momentos (t=0, t=4 dias y t=6 meses) tras producirse el evento coronario lo

hace que estos resultados sean dificiles de interpretar y requieran nuevos estudios.

1.1.4. Proteasas

La beta-Ala-His dipeptidasa y la cadena catalitica de la carboxipeptidasa N son dos
proteinas con actividad proteolitica cuyos niveles de expresion se encontraron
disminuidos en caso de la cadena catalitica de la carboxipeptidasa N y aumentados en
caso de la beta-Ala-His dipeptidasa, si bien en ambos casos, no esta descrito su papel en
el desarrollo del SCA.

Por su parte la alfa-2-glicoproteina rica en leucina cuya funcion es desconocida
presento niveles de expresion disminuidos en pacientes con SCASEST. Esta proteina ha
sido encontrada previamente por nuestro grupo en plasma deplecionado utilizando la
columna MARS Hu-14 en pacientes con estenosis aortica degenerativa (EAD) [246]. A
diferencia de los encontrado en nuestro experimento, en este caso la alfa-2-glicoproteina
rica en leucina presentaba niveles de expresion ligeramente aumentados (ratio P/C
DIGE=1.51) por lo que pensamos que pueda jugar un papel en el desarrollo del proceso
inflamatorio subyacente en ambas patologias (EAD y SCA) aunque se requieren futuros

estudios que clarifiquen su papel en ambas enfermedades.
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1.2. Analisis proteomico de plasma ecualizado en pacientes con
SCASEST vs controles sanos

La principal ventaja de la utilizacion de la columna de afinidad MARS Hu-14 reside en
que permite eliminar entre un 97.5% y un 99% de las 14 proteinas mas abundantes del
plasma lo que corresponde al 94% de su contenido proteico total. Sin embargo, a pesar
de que la utilizacion de columnas de afinidad para la deplecion de las proteinas
mayoritarias sea actualmente el método mas utilizado para la bdsqueda de nuevos
biomarcadores plasmaticos, esta técnica presenta una desventaja fundamental que
consiste en la posible co-deplecion de proteinas que puedan estar unidas bajo
condiciones fisiologicas a las proteinas mayoritarias eliminadas por la columna [247].
Para evaluar el alcance de este problema, se llevd a cabo el estudio proteémico de
plasma de pacientes con SCASEST utilizando un método alternativo para la eliminacion
de proteinas mayoritarias. El método elegido fue la tecnologia ProteoMiner (BioRad) la
cual permite la ecualizacion de las proteinas presentes en una muestra mediante su
union selectiva a hexapéptidos especificos, que acttan de ligandos para las proteinas de
las muestras (Figura MM _04) reduciendo el rango dindmico de concentracion ya que
disminuye la concentracion de las proteinas mas abundantes y enriquece la muestra en

proteinas menos abundantes.

Empleando esta tecnologia se encontraron en el experimento 2D-DIGE, 21 manchas
proteicas diferencialmente expresadas de las cuales se identificaron 12 que dieron lugar
a 11 proteinas diferentes (Tabla D_01). De estas, tan solo el fibrinbgeno gamma se
encontré alterado en plasma de pacientes con SCASEST frente a controles sanos
utilizando ambos procedimientos (deplecién y ecualizacion). En este caso esta proteina
presentd niveles de expresion aumentados en los pacientes con SCASEST a diferencia
de lo ocurrido en plasma deplecionado que presentaba niveles de expresidn disminuidos
en este grupo experimental, pero estando sin embargo este resultado en la linea de los
resultados publicados por otros autores [241-244]. La otra proteina de coagulacidén
cuyos niveles de expresion estaban alterados fue el factor XI1I de coagulacion cadena B
que se encontré disminuida en pacientes con SCASEST. Se trata de una proteina
compuesta por 2 subunidades A y 2 subunidades B presente en el plasma, los
megacariocitos, las plaquetas y los monocitos, cuya funcion principal es establecer
enlaces covalentes en el polimero de fibrina soluble originando una estructura

tridimensional mas estable y resistente a la fibrindlisis [248, 249]. También protege a la
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fibrina recién formada de la fibrin6lisis, principalmente por reticulacion de la alfa-2-
plasmina inhibidor a la fibrina. Ademas de los efectos protromboéticos anteriores, el
factor XIII de coagulacién limita el crecimiento del trombo al disminuir la adhesion de
las plaquetas a la fibrina. Atendiendo a su funcion limitante del crecimiento del trombo,
es posible que los niveles disminuidos de esta proteina observados en el grupo de
pacientes con SCACEST puedan propiciar un estado protrombético que dé lugar a la

aparicion de un SCA.

En el grupo de proteinas relacionadas con la inflamacién y la respuesta inmunitaria
clasificamos al complemento C4-A, complemento C4-B, proteina de union a C4b

cadena alfa, region C de la IgM y la lecitina serina proteasa 2 de unién a manano.

El sistema del complemento se compone de méas de 30 proteinas plasmaticas que actian
conjuntamente para generar productos con propiedades inmunoprotectoras y
proinflamatorias [250]. Se trata de un sistema de defensa citotoxico e innato que
normalmente funciona para eliminar agentes extrafios y patdgenos. Sin embargo, existen
evidencias que sugieren que el complemento juega ademas un papel clave en la
fisiopatologia de los SCA [251]. En nuestro experimento encontramos niveles de
expresion disminuidos en el complemento C4-A, complemento C4-B y proteina de
unién a C4b cadena alfa mientras que la proteina lecitina serina proteasa 2 de unién a
manano estaba elevada en el grupo de pacientes con SCASEST. Estos hallazgos estan
en la linea de los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo en los que los
factores B y H, ambos implicados en la ruta alternativa del complemento, presentaban
alteraciones en sus niveles plasmaticos cuatro dias después del episodio agudo. EI factor
B estaba elevado y el factor H mostraba una isoforma elevada y otra disminuida, que
también lo estaba a los seis meses. EI componente C3 de la ruta clasica estaba
ligeramente elevado en los pacientes estables [188]. También hemos encontrado en
nuestro grupo de investigacion disminuciones de los niveles de expresion de especies
proteicas delcomplemento C4-B en EAD en experimentos 2D-DIGE de plasma
ecualizado con ProteoMiner [246]. Estos datos muestran que el SCA modifica el
sistema del complemento, si bien no esta claro como se produce esta modificacion ni

sus consecuencias.
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Figura D_01. La activacion del complemento por la via clasica se inicia con la activacion del complejo
Clqgrs por complejos antigeno-anticuerpo. Este complejo ataca enziméaticamente a C4, que al adquirir a su
vez actividad proteolitica, produce la hidrolisis de C2, que al ser activado, es capaz de degradar
enzimaticamente a C3.

La region C de la IgM es un fragmento de la cadena pesada de la inmunoglobulina M
cuyos niveles de expresion se encontraron elevados en el plasma ecualizado de
pacientes con SCASEST. En nuestro grupo de investigacion no se ha descrito
anteriormente alteraciones en esta proteina en pacientes SCA sin embargo si hemos
encontrado igualmente elevaciones de sus niveles de expresion en pacientes con EAD
[246]. Estos resultados parecen indicar la existencia de una respuesta inmunitaria tanto
en SCA como en EAD lo que de nuevo demostraria la existencia en un proceso

inflamatorio inherente al desarrollo de la aterosclerosis y la estenosis.

La disminucion en los niveles de expresién encontrados en la proproteina convertasa
subtilisin/kexin tipo 9 y clusterina (apoJ) estan en la linea de los resultados obtenidos en
nuestros estudios previos en SCA. La clusterina es una glicoproteina presente en una
subpoblacion de las particulas HDL junto con la paraoxonasa y la apolipoproteina Al
[252, 253]. Aunque su funcion no estd clara todavia, se le ha relacionado con la
regulacion del complemento [254], respuesta de fase aguda [255], transporte de lipidos

[256], apoptosis [257-260] y proteccion de membranas en las interfases tejido-fluido
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donde se expresa [261]. Estas propiedades sugieren que la clusterina podria proteger el
endotelio vascular contra factores como los componentes finales de la cascada del
complemento [262]. La clusterina también se ha detectado en las lesiones
ateroscleroticas y su expresion aumenta con la progresion de la aterosclerosis [263].
Ademas, se ha comprobado que la expresion de esta proteina se induce en las células del
musculo liso vascular tras el dafio vascular y que dicha expresién estimula la
proliferacién y la migracién de las mismas [264, 265]. Los resultados obtenidos en
plasma ecualizado estan directamente relacionados con los obtenidos en plasma
deplecionado donde se encontraron niveles de expresion disminuidos en otras
apolipoproteinas, concretamente las apolipoproteinas Al, AlIV y E. Por su parte la
funcion principal de la proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9 parece estar
relacionada con la diferenciacion neuronal aunque también se cree que puede estar
implicada en la homeostasis del colesterol, lo cual le conferiria un papel en el desarrollo

de la aterosclerosis.

Encontramos tambien niveles de expresion aumentados en la actina citoplasmatica 2.
Se sabe que uno de los sucesos clave en el proceso aterogénico es la proliferacion y
migracién de las células musculares lisas. Mediante experimentos 2-DE se han
identificado mediadores de plegamiento proteico (HSP60, HSP70, proteina disulfuro-
isomerasa) y de sintesis proteica (factor de elongacion EF-18) entre las proteinas
aumentadas por la exposicion a factores de crecimiento, junto con proteinas del
citoesqueleto (vimentina y actina) asociados a crecimiento hiperplasico o hipertréfico
de la placa [266]. Los niveles de expresion aumentados en la actina citoplasmatica 2
podrian indicar por tanto un aumento en la proliferacion y migracion de las células

musculares lisas como factor clave del desarrollo de la placa aterosclerotica.

Por altimo, la proteina 3 con dominio EH, presentd niveles de expresion disminuidos en
pacientes con SCASEST. Se trata de miembro de la familia de proteinas con dominio
EH las cuales desarrollan diversas funciones en el trafico intracelular por lo que su

funcion en el desarrollo del SCA debera ser investigado en futuros estudios.
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p SCASEST SCACEST
Proteina N° de acceso 9 . -
Depleccion Proteominer  Depleccién
Actina citoplasmica 2 ACTG_HUMAN Si
Alfa-1-antiquimotripsina AACT_HUMAN Si
Alfa-1B-glicoproteina A1BG_HUMAN Si
Alfa-2-glicoproteina rica en leucina A2GL_HUMAN Si
Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMAN Si
Anhidrasa carbénica CAH1_HUMAN Si
Antitrombina-I11 ANT3_HUMAN Si Si
Apolipoproteina A-l APOA1_HUMAN Si
Apolipoproteina A-1V APOA4_HUMAN Si
Apolipoproteina E APOE_HUMAN Si
Beta-2-glicoproteina 1 (ApoH) APOH_HUMAN
Beta-Ala-His dipeptidasa CNDP1_HUMAN Si
Carboxipeptidasa N cadena catalitica CBPN_HUMAN Si
Ceruloplasmina CERU_HUMAN Si
Clusterina CLUS_HUMAN Si
Complemento C1r C1R_HUMAN Si
Complemento C4-A CO4A_HUMAN Si
Complemento C4-B CO4B_HUMAN Si
Complemento factor H CFAH_HUMAN Si
Factor XIIl de coagulaciéon cadena B F13B_HUMAN Si
Fibrinbgeno gamma FIBG_HUMAN Si Si
Fibronectina FINC_HUMAN Si Si
Ficolina-3 FCN3_HUMAN Si
Haptoglobina HPT_HUMAN Si
Hemopexina HEMO_HUMAN Si Si
Heparina cofactor 2 HEP2_HUMAN Si
Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H1 ITIHL_HUMAN Si
Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN Si
Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN Si
Kallistatina KAIN_HUMAN Si
Kininégeno-1 KNG1_HUMAN Si
Lecitina serina proteasa 2 de unién a manano MASP2_HUMAN Si
Peroxiredoxina-2 PRDX2_HUMAN Si
Proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9 PCSK9_HUMAN Si
Proteina 3 con dominio EH EHD3_HUMAN Si
Proteina de union a C4b cadena alfa C4BPA_HUMAN Si
Proteina de union a retinol-4 RET4_HUMAN Si
Proteina de union a vitamina D VTDB_HUMAN Si
Proteina relacionada con el complemento factor H FHR1_HUMAN Si
Regién C de la IgM IGHM_HUMAN Si
Vitronectina VTNC_HUMAN Si

Tabla D_01. Resumen de las proteinas diferencialmente expresadas detectadas e identificadas mediante

2D-DIGE.

Por tanto atendiendo a los resultados obtenidos en nuestros experimentos, la deplecion

de proteinas mayoritarias del plasma resultdé ser una mejor metodologia para el

descubrimiento de nuevos biomarcadores ya que permitié identificar el mayor nimero

de manchas proteicas diferencialmente expresadas (43 frente a las 21 obtenidas en

plasma ecualizado) y también permitio identificar un mayor nimero de proteinas (23

proteinas frente a 11 obtenidas en plasma ecualizado). Sin embargo, sélo se encontrd

una proteina comin empleando ambas metodologias lo que sugiere que la deplecion y la

ecualizacion deben utilizarse de manera complementaria en la blsqueda de nuevos

biomarcadores de enfermedad.
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1.3. Analisis proteomico de plasma deplecionado en pacientes con
SCACEST vs controles sanos

Para completar el estudio protedmico de plasma, quisimos comprobar si existia un perfil
de proteinas comunes entre pacientes que habian sufrido un SCASEST y pacientes que
habian sufrido un SCACEST o si por el contrario la mayor hipoxia a la cual se ve
sometida el miocardio en el segundo caso y en consecuencia la mayor extensién de
necrosis tisular provocaban la existencia de un perfil prote6mico caracteristico. Para ello
realizamos un experimento 2D-DIGE en plasma, previamente deplecionado utilizando
la columna de afinidad MARS Hu-14, en individuos con SCACEST y controles sanos.
En este caso se encontraron 24 manchas proteicas diferencialmente expresadas de las
cuales se identificaron 18 que dieron lugar a la identificacion de 11 proteinas diferentes.

De las 11 proteinas identificadas tres, hemopexina, antitrombina Il y fibronectina se
habian encontrado tambien diferencialmente expresadas en plasma deplecionado de
pacientes con SCASEST. Resulta llamativo que se trate de tres proteinas
funcionalmente muy diferentes ya que, como se ha explicado con detenimiento
anteriormente, la hemopexina es una proteina de transporte, la antitrombina Il participa
en el proceso de coagulacion sanguinea y la fibronectina se clasificé dentro del grupo de

proteinas de inflamacion e inmunidad.

La familia de las alfa tripsina inhibidor (ITI) son proteinas con actividad inhibidora de
proteasas como plasmina, tripsina y elastasa [267, 268], o cuando se incuban con
células inflamatorias, en particular, los neutrofilos o células cancerosas [269, 270].

En nuestros experimentos encontramos elevacion en los niveles de expresion de cuatro
isoformas de la ITI cadena pesada H4 en pacientes con SCASEST (un fragmento de esta
proteina se encontrd disminuido) mientras que ocho isoformas de la ITI cadena pesada
H2 y una de la ITI cadena pesada H1 presentaron niveles de expresion aumentados en
los pacientes con SCACEST. Dada la relacion existente entre niveles plasmaticos de ITI
y su relacion con enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, la cirrosis
hepatica y la enfermedad de Chorn [271-275], el descubrimiento de varios componentes
de esta familia en nuestros experimentos pueden ser un buen marcador de la existencia
de inflamacidn asociada al proceso aterosclerético que desencadena SCA.

La anhidrasa carbonica es una enzima perteneciente a una familia de metaloenzimas

que catalizan la conversion rapida de diéxido de carbono y agua a bicarbonato y
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protones para mantener el equilibrio &cido-base en la sangre y otros tejidos segun la

siguiente reaccion:
CO, + H,0 & H,CO3» HCO3 + H*

En nuestro experimento 2D-DIGE, esta enzima presentd niveles de expresion muy
disminuidos (ratio P/C=-5.02). Esto puede ser debido a que la hipoxia tisular a la que se
estd viendo sometido el musculo cardiaco lleva consigo una situacion de acidosis
intracelular por la produccion de &cido lactico a partir de la fermentacion anaerobia del
piruvato obtenido en la glucolisis. Precisamente esa situacion de acidosis desplazaria el
equilibrio de la reaccion en sentido contrario al catalizado por la enzima de modo que el
propio metabolismo disminuiria su sintesis para evitar la formacion y liberacion de
mayor contenido acido en las células. Por tanto dado que la anhidrasa carbonica se
encontré alterada en pacientes que habian sufrido un SCACEST y no en los pacientes
que habian sufrido un SCASEST, los niveles plasmaticos disminuidos de esta enzima
podrian tener potencial para diferenciar la magnitud de la necrosis cardiaca en un SCA.

Al igual que ocurrié en los dos experimentos 2D-DIGE anteriores, se encontraron
niveles de expresion disminuidos de apolipoproteinas en pacientes con SCACEST. La
B-2-Glicoproteina (también conocida como Apolipoproteina H) es una proteina
abundante del plasma de 50 kDa, capaz de asociarse a elementos anionicos [276],
considerada como proteina de unién a fosfolipidos. Por el momento, su papel fisiologico
aun no esta claro, aungue se le han atribuido un papel regulador en la coagulacion [277-
280], recientemente ha sido propuesto como marcador de infarto cerebral [281] y
ademas se le han atribuido la capacidad de unirse a oxLDL, por lo que podria tratarse de
una proteina antiaterogénica [282]. Por tanto los niveles de expresion disminuidos
obtenidos en nuestros experimentos podrian favorecer la aparicion de un estado pro-

trombotico y favorecer a la vez la progresion de la aterosclerosis.

Al igual que ocurria con la alfa-2-macroglobulina la existencia de niveles de expresion
de la haptoglobina, una de las catorce proteinas retenidas por la columna de deplecion,
pone de manifiesto el importante papel que las proteinas plasmaticas mas abundantes
pueden tener también como marcadores de enfermedad tal y como ya ha sido reflejado
previamente por nuestro grupo en el analisis de plasma crudo en EAD [246]. La
haptoglobina es una proteina plasmatica de 45 KDa con propiedades antioxidantes

debido a su unién a la hemoglobina libre evitando el dafio tisular oxidativo producido
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por esta. Es sintetizada principalmente por los hepatocitos, aumentando sus niveles
durante la inflamacién o infeccion, por lo tanto, su participacion en estados de
oxidacion e inflamacién ha generado un gran interés por su posible asociacion con la
enfermedad vascular. A pesar de tratarse de un reactante de fase aguda positivo, en
nuestro experimento hemos encontrados niveles de expresion de esta proteina
disminuidos en los pacientes con SCACEST. Esta aparente discordancia podria
explicarse considerando que precisamente los niveles plasméticos disminuidos de esta
proteina en el grupo de pacientes contribuye a que tenga lugar el dafio tisular oxidativo
producido por la hemoglobina libre contribuyendo a la aparicion de la enfermedad

cardiovascular.

Lo mismo se observd con los niveles plasmaticos de la alfa 1B glucoproteina, una
glicoproteina de fase aguda de 52 KDa sintetizada en el higado como respuesta a la
inflamacion y dafio del tejido. Esta proteina juega un importante papel en el proceso
inflamatorio ya que su liberacion aumenta las defensas antioxidantes y reduce la
produccién de citocinas inducidas por los radicales de oxigeno. Al igual que ocurria en
el caso de la haptoglobina, niveles disminuidos en pacientes que han sufrido SCACEST
podrian indicar la presencia de dafio tisular oxidativo al carecer del efecto antioxidante

protector de esta proteina.

Estrechamente unido a la haptoglobina parece estar el dafio tisular oxidativo producido
por niveles plasmaticos disminuidos de peroxirredoxina-2. Las peroxirredoxinas son
proteinas antioxidantes con capacidad para proteger a otras proteinas del dafio oxidativo
inducido por especies de oxigeno reactivas (ROS), especialmente el H,O, [283]. En
modelos animales se ha visto que ratones knock out para esta proteina desarrollaban
anemia hemolitica lo que a su vez implica niveles plasmaticos aumentados de
hemoglobina produciéndose un doble dafio tisular oxidativo [284]. En nuestro
experimento la peroxirredoxina-2 presentd niveles de expresién disminuidos lo que
podria estar produciendo el dafio tisular en el endotelio y por tanto favoreciendo el

desarrollo de la enfermedad.

Finalmente, la kallistatina es una proteina de 46 KDa, miembro de la superfamilia de
los inhibidores de serin proteasas con diversos efectos incluyendo una potente actividad
vasodilatadora, inhibicion de angiogénesis y actividad antiinflamatoria [285-287].

Recientemente se ha observado que el aumento del estrés oxidativo después de un SCA
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se asocia con una reduccion de los niveles circulantes de kallistatina, lo que sugiere que
podria estar implicada en la progresion del dafio oxidativo cardiaco. Nuestros resultados
concuerdan por tanto con los resultados publicados por otros autores ya que obtuvimos
niveles de expresion disminuidos en los pacientes con SCACEST frente al grupo de

controles sanos.

Como conclusion, vemos como los pacientes con SCACEST poseen un perfil
protedmico caracteristico que les diferencia de aquellos pacientes que han sufrido un
SCASEST. A diferencia de lo que podria ser esperado de antemano, las proteinas que se
encuentran diferencialmente expresadas no son proteinas estructurales que provienen de
la ruptura de tejido muscular, como lo son los marcadores cardiacos clasicos de uso
clinico (CK, CKMB y Trp). Entre las proteinas que conforman el perfil caracteristico de
pacientes con SCACEST destacan los niveles de expresion disminuidos de tres
proteinas con actividad antioxidante (kallistatina, peroxirredoxina-2 y haptoglobina) lo
que refleja la existencia de un dafio oxidativo tisular que va a catalizar el dafio

producido, entre otros, por las ROS plasmaticas sobre el endotelio.
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2. ANALISIS METABOLOMICO DE PLASMA EN PACIENTES CON
SCASEST VS CONTROLES SANOS

El andlisis metabolomico completo de plasma en pacientes con SCASEST permitio
identificar 11 metabolitos cuyos niveles de concentraciobn se encontraban
estadisticamente alterados entre los dos grupos experimentales a estudio. Por su parte, el
analisis metabolémico de acidos grasos en plasma permitié identificar 4 metabolitos
significativamente alterados, 3 de los cuales también lo estaban en el andlisis completo
de plasma. Considerando ambos experimentos de manera conjunta, el analisis
metabolémico de plasma permitié la identificacion de 12 metabolitos que fueron
clasificados segln su naturaleza quimica en tres grupos diferentes, amino metabolitos,

acidos organicos/hidroxilicos y acidos grasos.

2.1. Amino metabolitos
Uno de los resultados mas interesantes que proporciond el analisis metabolomico que
Illevamos a cabo, fue la existencia de 5 aminoacidos cuya concentracion se encontraba

disminuida significativamente en el grupo de pacientes con SCASEST (Figura D_02).

0 0 0
OH OH OH
H,C H HoN e
NH,, NH, OH
Alanina Glicina Serina
H,C OH
H,N CH, HyC
witNH,
HO HO
0
0
Leucina Treonina

Figura D _02. Estructura de los amino metabolitos significativamente alterados en el analisis
metaboldmico de plasma de pacientes con SCASEST vs controles sanos.

La existencia de alteraciones cuantitativas en los niveles plasmaticos de aminoacidos ha
sido previamente descritas en diferentes enfermedades cardiovasculares con resultados
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dispares [171, 288-292]. En nuestro experimento, los seis metabolitos fueron
encontrados disminuidos en el grupo de pacientes con SCASEST respecto al grupo de
controles sanos lo que sugiere un descenso en las rutas anabolicas de estos metabolitos o

un aumento en las rutas catabolicas.

De ambas posibilidades, el aumento del catabolismo de los aminoécidos puede
explicarse considerando de manera conjunta la capacidad glucogénica y cetogénica de
los aminoacidos junto con la situacién de hipoxia gradual a la que se ven sometidas las

células del musculo cardiaco en las fases mas desarrolladas de la aterosclerosis.

En general, el nitrdgeno potencialmente toxico de los aminoécidos es eliminado via
transaminacion/desaminacion en el ciclo de la urea. Por su parte, los esqueletos de
carbono se conservan generalmente como carbohidratos, via gluconeogénesis, 0 como
acidos grasos via sintesis del &cido graso. Esto es la razon de su caracter glucogénico,
cetogenico, o glucogénico y cetogénico. Los aminoacidos glucogénicos son los que dan
lugar a una produccion neta de piruvato o intermediarios del ciclo de Krebs (a-
cetoglutarato u oxaloacetato) que a su vez son precursores de la glucosa via
gluconeogénesis. Todos los aminoacidos excepto la lisina y la leucina son al menos en
parte glucogénicos. La lisina y la leucina son los Unicos aminoacidos que son solamente
cetogenicos, dando lugar exclusivamente a acetil-CoA o a acetoacetil-CoA, ninguno de
los cuales puede generar la produccion neta de glucosa pero cuyos productos
catabdlicos si pueden incorporarse al ciclo de Krebs permitiendo la produccion de

energia en las células.

Ante una situacion de hipoxia inicial el piruvato obtenido en la glucolisis para la
obtencién de energia va a sufrir parcialmente fermentacion lactica debido a la falta de
oxigeno, por lo que las células pueden verse obligadas a aumentar el consumo de
glucosa para mantener sus niveles de produccion de energia. Es posible, por tanto, que
el metabolismo celular utilice bajo esta situacion sus reservas de aminoacidos como
fuentes de produccion de energia para la formacion de glucosa en caso de los
glucogeénicos cuyos niveles de concentracion se encontraron disminuidos (alanina,
glicina, serina y treonina) y como formadores de acetil-CoA en el caso de la leucina que
podran incorporarse al ciclo de Krebs en un intento de compensar el déficit de energia

secundario a la hipoxia.
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2.2. Acidos organicos/hidroxilicos

¢} OH
0 OH CH, O
HO
HO 0o OH OH
0 CH, O
0]
Ac. 2-OH-benzoico Citrato Ac. 2-oxo-3-metilvalérico

Figura D_03. Estructura de los acidos organicos/hidroxilicossignificativamente alterados en el andlisis
metabolomico de plasma de pacientes con SCASEST vs controles sanos.

El citrato junto con otros metabolitos del ciclo de Krebs (a-cetoglutarato y oxaloacetato)
han sido encontrado alterados en estudios previos en pacientes con isquemia [290, 291].
Posiblemente, estas alteraciones puedan estar relacionadas con los niveles disminuidos
de aminoacidos que también observamos en el grupo de pacientes con SCASEST.
Como se explicd anteriormente, pensamos que el bajo rendimiento energetico que el
metabolismo de la glucosa produce en las células sometidas a hipoxia debido a la
fermentacion lactica del piruvato obtenido en la glucolisis puede hacer que se utilicen
las reservas de aminoacidos gracias a su potencial glucogénicos dando lugar a piruvato
o intermediarios del ciclo de Krebs que a su vez son precursores de la glucosa via
gluconeogénesis. Por tanto la produccion de intermediarios del ciclo de Krebs a partir
de las reservas de aminoacidos podria explicar los niveles plasmaticos elevados de
algunos de ellos y a la vez su uso como precursores de glucosa explicaria los niveles

disminuidos de otros (Figura D_04).

El 2-oxo-3-metilvalérico es un metabolito de la isoleucina utilizado como marcador
urinario de la enfermedad de jarabe de arce, una enfermedad genética causada por una
deficiencia en la actividad del complejo de la deshidrogenasa de alfa-cetoacidos de
cadena ramificada lo que impide metabolizar los aminoacidos leucina, isoleucina y
valina, lo cual lleva a una acumulacién de sus metabolitos en la sangre. En nuestro
analisis metabolomico encontramos niveles aumentados de 2-oxo-3-metilvalérico en
pacientes con SCASEST lo que podria confirmar nuestra hipdtesis de que la célula

cardiaca sometida a hipoxia utiliza sus reservas de aminoacidos como fuente de energia
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puesto que la isoleucina puede transformarse en acetil CoA (Figura D_04) el cual
entraria en el ciclo de Krebs para obtener energia.

Alanina
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Serina

Aminodcidos glucogénicos : S —
Treonina Aminodcidos cetogénicos

Y

lf Piruvato —l

Oxalacetato Acetil CoA Acetoacetato Cu?r;.)os
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/ 4 T A
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Figura D_04. La falta de oxigeno en las células provoca que estas utilicen sus reservas de aminoacidos
para obtener energia gracias a caracter cetogenico y glucogénico.

Por altimo, encontramos en el grupo de pacientes con SCASEST niveles aumentados de
acido 2-OH-benzoico (acido salicilico), el cual es el metabolito principal del acido
acetilsalicilico (aspirina), un antiagregante utilizado como parte del tratamiento
farmacolégico inicial del SCA. Esto explica facilmente por qué este metabolito se
detectd unicamente en el grupo de pacientes con SCASEST y por tanto no ha sido

considerado como un posible marcador de SCA.

2.3. Acidos grasos

Los &cidos grasos son moléculas biologicamente activas con una amplia variedad de
efectos. Durante décadas, los acidos grasos han sido un foco de las recomendaciones
dietéticas para la salud del corazon. Los acidos grasos saturados y los acidos grasos
insaturados trans se consideran como los mas perjudiciales para la salud mientras que

los acidos grasos insaturados(omega 3 y omega 6) se han considerado como
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beneficiosos para el corazon si bien recientes investigaciones epidemioldgicas

cuestionan la existencia de estos beneficios [293].

o] OH
H3C\/‘\/\/\/\/\/\j/ o

Ac. palmitico Ac. cis vaccenico

Ac. palmitoleico Ac. linoleico

Figura D_05. Estructura de los &cidos grasossignificativamente alterados en el analisis metabolomico de
4cidos grasos en plasma de pacientes con SCASEST vs controles sanos.

En el estudio metabolomico de acidos grasos en plasma encontramos cuatro metabolitos
que presentaban alteraciones estadisticamente significativas entre los dos grupos
experimentales, acido palmitico, &cido trans palmitoleico, acido cis-vaccenico y acido
linoleico (Figura D_05). De ellos, 3 acidos grasos, acido palmitico, acido trans
palmitoleico y acido cis-vaccenico se encontraron elevados en pacientes con SCASEST
mientras que el acido linoleico se encontraba disminuido en este grupo. Ademas, 3 de
los 4 acidos grasos significativamente alterados en este estudio (&cido palmitico, acido
cis-vaccenico y acido linoleico) también se encontraban significativamente alterados en
el estudio metabolémico completo de plasma y posteriormente fueron validados
mediante GC/MS de modo que esta validacion confirmé la validez de los resultados

obtenidos en el estudio de &cidos grasos.

Como se puede ver en la Figura D_05 el 4cido palmitico, &cido palmitoleico y acido cis-
vaccenico que se encontraron elevados en el grupo de pacientes con SCASEST son
acidos grasos son saturados y monoinsaturados lo que concuerda con los resultados

descritos previamente por otros autores. Por el contrario, el &cido linoleico, un acido
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graso omega 6 se encontré disminuido en el grupo de pacientes con SCASEST lo que

confirmaria su carécter protector frente a enfermedades cardiovasculares.

El primer paso en la biosintesis de acidos grasos es la sintesis de acido palmitico que es
precursor del los demas &cidos grasos mediante un mecanismo de alargamiento y
desaturacion. Diversos autores han descrito niveles plasmaticos aumentados de acido
palmitico en pacientes con SCA [294-296]. Estos resultados parecen indicar que el
acido palmitico produce una serie de alteraciones metabolomicas que favorecen el
desarrollo de la aterosclerosis. Asi se ha identificado que la presencia de niveles
plasmaticos elevados induce la secrecién y expresion de ARNm de TNF-alfa, IL-1A,
IL1B, IL6, IL8, CXCL2, CXCL3, CCL20 y SPP1 entre otras [297, 298] lo que

demuestra su contribucion al desarrollo de inflamacién vascular.

Del mismo modo se ha asociado un elevado riesgo de sufrir un SCA en pacientes con
niveles elevados de fosfolipidos formados acido palmitoleico y acido cis vaccenico
[299]. La escala de riesgo Framingham muestra una asociacion positiva entre la
presencia aumentada de fosfolipidos que contienen acido cis-vaccenico y valores de
estimacion de filtrado glomerular disminuido. Por tanto, segun estos resultados altos
niveles plasmaticos de fosfolipidos formados por acido cis-vaccenico provocarian un
dafio renal el cual contribuye como un factor de riesgo a la aparicién de un SCA. A
pesar de estos resultados son necesarios nuevos estudios que expliquen por qué este tipo

concreto de fosfolipidos producen dafio renal y su contribucion al desarrollo de un SCA.

En nuestro estudio encontramos niveles de &cido linoleico disminuidos en pacientes con
SCASEST. A pesar del efecto protector y cardiosaludable que se le ha atribuidos
histéricamente a los acidos grasos omega 3 y omega 6, los resultados obtenidos por
estudios recientes revelan su posible efecto pro-aterogénico y pro-inflamatorio. Asi se
ha descubierto que el acido linoleico activa las células endoteliales a través de diversos
mecanismos y actla como un agente pro-aterogénico y pro-inflamatorio ademas de
activar al el factor nuclear-kappa B (NF-kB) y aumentar la expresion de moléculas de
adhesion en células endoteliales en medios de cultivo [300, 301]. Sin embargo también
se sabe que el &cido linoleico tiene un efecto beneficioso sobre la funcion renal,
retrasando la aparicion de insuficiencia renal gracias a una disminucién en la
concentracion de moléculas inflamatorias [302]. Es posible por tanto, que la presencia

de las distintas fracciones de acidos grasos tenga efectos diferentes en cada parte del
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organismo, por lo que se requieren nuevos estudios que permitan descubrir el papel que
niveles aumentados o disminuidos de los acidos grasos pueden tener sobre el desarrollo
del SCA.
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Conclusiones

No basta con alcanzar la sabiduria, es necesario saber utilizarla
Marco Tulio Cicerdn

1) La deplecion de las proteinas mayoritarias del plasma humano utilizando un sistema
cromatografico de inmunoafinidad constituye un método eficaz y reproducible que
permite estudiar la expresion de las proteinas menos abundantes mediante electroforesis
bidimensional diferencial (2D-DIGE).

2) La ecualizacion de las proteinas del plasma humano utilizando el sistema comercial
ProteoMiner (BioRad) constituye un método eficaz y reproducible que permite estudiar

la expresion de las proteinas menos abundantes mediante 2D-DIGE.

3) La deplecién y la ecualizacidon son dos metodos de pre-tratamiento de la muestra que
permite disminuir el rango dinamico del plasma y que ofrecen resultados

complementarios en la busqueda de nuevos biomarcadores de SCA.

4) El analisis mediante 2D-DIGE del plasma deplecionado en pacientes con SCASEST
mostrd 23 proteinas diferencialmente expresadas respecto a los individuos sanos. Por su
parte, el analisis mediante 2D-DIGE del plasma ecualizado en pacientes con SCASEST

mostrd 11 proteinas diferencialmente expresadas respecto a los individuos sanos.

5) El analisis mediante 2D-DIGE del plasma deplecionado en pacientes con SCACEST
mostré 11 proteinas diferencialmente expresadas respecto a los individuos sanos de las
cuales tres, antitrombina Ill, fibronectina y hemopexina aparecian también
diferencialmente expresadas en el analisis mediante 2D-DIGE del plasma deplecionado
en pacientes con SCASEST.

6) Los resultados obtenidos mediante 2D-DIGE muestran la existencia de un perfil
protedmico diferente y caracteristico en los pacientes con SCACEST frente al que

poseen los pacientes con SCASEST.
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7) En conjunto, los datos obtenidos mediante 2D-DIGE revelan la existencia de 41
proteinas diferencialmente expresadas en el plasma de pacientes con SCA frente a
controles sanos las cuales estan implicadas en varios procesos fisiologicos, tales como
la coagulacion, la inflamacién y respuesta inmune, el metabolismo, el transporte y la

inhibicién de proteasas.

8) El uso combinado de la inmunodeteccion y la técnica de monitorizacion de reaccion
seleccionada (SRM), permitié llevar a cabo la validacion de 21 proteinas que se
encontraron diferencialmente expresadas en SCA mediante 2D-DIGE.

9) La cromatografia de gases unida a espectrometria de masas (GC-MS) constituye una
técnica robusta, sensible y de elevada reproducibilidad para el estudio metabolémico de
muestras de plasma permitiendo la identificacion de 68 metabolitos diferentes.

10) El andlisis metabolomico mediante GC-MS de plasma en pacientes con SCASEST
frente a controles sanos permitio la identificacion de 15 metabolitos significativamente
alterados, de los cuales 7 metabolitos se encontraron significativamente disminuidos en

pacientes con SCASEST y 8 metabolitos estaban significativamente aumentados.

11) El analisis metabolomico mediante GC-MS de &cidos grasos en plasma de pacientes
con SCASEST frente a controles sanos permitio la identificacién de 4 &cidos grasos

significativamente alterados.

12) Mediante GC-MS se validaron 11 de los 15 metabolitos que se encontraron
significativamente alterados en el estudio metabolomico completo de plasma en

pacientes con SCASEST frente a controles sanos.
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