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Introducción 
 

El experimentador que no sabe lo que está buscando no comprenderá lo que encuentra. 

Claude Bernard 

 

Los síndromes coronarios agudos (SCA) engloban a un conjunto de cuadros clínicos 

que incluyen la angina inestable (AI), el infarto agudo de miocardio (IAM) y la muerte 

súbita de causa cardiaca (MS). Estas tres patologías tienen su origen en un mismo 

proceso fisiopatológico en el que la placa arteriosclerótica complicada provoca el inicio 

de las manifestaciones isquémicas [1]. Normalmente, éste se debe a la aparición de una 

fisura en la cápsula fibrosa que provoca la liberación a la luz arterial de su contenido, 

altamente trombogénico, con la consecuente formación de un trombo y oclusión de la 

arteria coronaria, lo que conlleva una reducción aguda del flujo sanguíneo y de la 

oxigenación miocárdica [2-5]. A pesar de constituir la primera causa de muerte en los 

países desarrollados y de presentar una creciente prevalencia en los países en vías de 

desarrollo [6], no existe actualmente ningún biomarcador que permita detectar el 

proceso degenerativo que origina el SCA antes de que este se manifieste clínicamente 

[7, 8].  

Los factores que contribuyen al desarrollo de una enfermedad cardiovascular son bien 

conocidos; sin embargo la mayor dificultad para su diagnóstico radica en que se trata de 

una enfermedad asintomática que se desarrolla de manera silenciosa y muy progresiva 

durante años o incluso décadas, de modo que cuando se presenta, el daño es muy 

avanzado e irreversible. Su elevada prevalencia unido a la falta de marcadores 

diagnóstico en la práctica clínica, denotan la necesidad de encontrar nuevos 

biomarcadores con valor clínico que permitan realizar un diagnóstico temprano de la 

enfermedad con el fin de instaurar las medidas correctoras necesarias lo antes posible, 

así como establecer una estratificación de riesgo cardiovascular individualizada para 

cada paciente.   
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1. FISIOPATOLOGÍA DE LA ATEROSCLEROSIS 
El descenso del flujo sanguíneo y en consecuencia la disminución de la cantidad de 

oxígeno que llega al corazón cuando existe una oclusión parcial o total de la arteria 

coronaria lleva consigo la necrosis del tejido cardiaco que recibe un aporte deficitario de 

oxígeno. La formación del trombo es, sin embargo, el final de un proceso lento y 

progresivo que en la mayoría de los casos se ha desarrollado a lo largo de varias 

décadas, denominado aterosclerosis. En ésta, se produce una progresiva acumulación 

focal de material lipídico intracelular y extracelular, con formación de células 

espumosas y reacción inflamatoria en la capa íntima de la arteria (aterosis) junto con un 

progresivo endurecimiento de la pared arterial caracterizado por un aumento del número 

de miocitos, distrofia de la matriz extracelular y calcificación (esclerosis) [9, 10] (Figura 

I_01). 

 

Figura I_01. Representación del corazón humano y de una arteria coronaria sana. 

1.1. Inicio de la lesión aterosclerótica 
La aterosclerosis es una enfermedad crónica de muy lenta evolución 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 sanguíneos es el encargado de regular el tono vascular, la actividad 

plaquetaria, la adhesión de leucocitos y la angiogénesis, mediante la producción de 

óxido nítrico (NO). La existencia de factores de riesgo cardiovascular provoca la 
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aparición de un estado particular de activación endotelial, denominado disfunción 

endotelial, en la que disminuye la biodisponibilidad de NO y aparece un fenotipo 

endotelial proinflamatorio que promueve aterosclerosis [12-16], se correlaciona con la 

progresión de la enfermedad [17] y predice los eventos cardiovasculares [18-24]. En 

condiciones fisiológicas normales, las lipoproteínas 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 lipoproteínas de 

alta densidad (HDL) [10, 25]. Sin embargo, como consecuencia de la disfunción 

endotelial, el aumento de la permeabilidad de la pared de los vasos origina un aumento 

en la penetración de las LDL en la pared vascular, que excede la posibilidad del sistema 

de transporte inverso del colesterol para devolverlo al torrente sanguíneo. Unido a esto, 

algunos factores de riesgo como la diabetes y el tabaquismo reducen la cantidad de 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) circulantes disminuyendo aún más la eliminación 

de las LDL del espacio subendotelial. Además, este proceso puede verse empeorado en 

pacientes con diabetes, en los cuales la glicosilación de las LDL reduce el 

reconocimiento de estas lipoproteínas por los receptores de LDL, disminuyendo su 

eliminación [10, 26]. 

Todos estos hechos originan un aumento en el período en que permanecen las 

lipoproteínas dentro del espacio subendotelial, donde se someten a una oxidación leve, 

principalmente por las células endoteliales. Esto produce unas LDL mínimamente 

modificadas (MM-LDL), que junto al estrés oxidativo presente en el ambiente, la 

presencia de angiotensina II y la reducción de la fuerza de cizallamiento en las zonas 

con propensión a la aterosclerosis, son capaces de activar el factor nuclear kappa-B 

(NF-κ B), factor de transcripción que aumenta la expresión de moléculas que participan 

en los pasos de captación de monocitos [10, 27]. Dichas moléculas se pueden dividir en 

dos grupos: 

1. Moléculas de adhesión responsables del movimiento y de la adhesión de 

monocitos a la pared de los vasos, como la proteína de adhesión de células vasculares 

(VCAM-1), la molécula de adhesión intercelular (ICAM-1) y la selectina E. 

2. Moléculas quimioafines que provocan la entrada de monocitos en la pared de los 

vasos, como la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP-1) y la interleukina-8 (IL-

8). 
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Una vez en el espacio subíntimo, los monocitos se transforman en macrófagos, los 

cuales oxidan las MM-LDL a oxLDL. Este proceso se ve favorecido por la angiotensina 

II y por la glicosilación previa de las LDL. Los macrófagos captan estas ox-LDL en un 

proceso mediado por el factor estimulante de colonias de macrófagos (MCSF) y 

estimulado por angiotensina II. Los macrófagos así activados pueden estimular la 

expresión celular de enzima conversora de angiotensina (iECA) y la síntesis de 

angiotensina II, lo que lleva a un ciclo de retroalimentación positiva. Además, debido a 

que no existe ningún mecanismo de saturación en los macrófagos, seguirán captando 

lípidos hasta convertirse en células espumosas que finalmente morirán y liberarán los 

lípidos que formarán el núcleo lipídico de la placa, junto con sustancias tóxicas, como 

enzimas, radicales libres y aniones superóxido [28]. 

 

Figura I_02. Representación del desarrollo del proceso aterosclerótico.Los monocitos circulantes se unen 

a las células endoteliales mediante moléculas de adhesión (MCP-1) que son inducidas en respuesta a 

señales inflamatorias. En la capa íntima se diferencian rápidamente a macrófagos que fagocitan lípidos 

transformándose en células espumosas que, finalmente, entran en apoptosis y mueren. (Tabas I. Nat Rev 
Immunol. 2010;10(1):36-46). 

 

Los productos tóxicos lesionan el endotelio, que en algunas zonas puede ser incluso 

destruido y desaparecer. Los macrófagos y algunas plaquetas activadas, segregan 

factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), 

que estimulan la proliferación y migración 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 y con el incremento de angiotensina II. Las células del músculo liso también 

secretan factores de crecimiento y, además, cubren el núcleo ateromatoso y producen 

proteínas de matriz (colágeno, elastina y proteoglicanos), que formarán la cubierta 

fibrosa [29]. 

1.2. Ruptura de la placa de ateroma y trombosis 
Una vez establecida la capa de fibrosis, ya se produce oclusión de la luz vascular, por lo 

que pueden aparecer las primeras manifestaciones isquémicas, dependiendo de la 

existencia o no de circulación colateral al vaso afectado. Las placas fibrosas más 

avanzadas, denominadas placas complicadas, muestran degeneración fibrocalcificada 

con lípidos intra y extracelulares, calcio, tejido fibroso, desechos necróticos, sangre 

extravasada y una capa de tejido fibroso [30]. La inestabilidad de la placa de ateroma 

está en parte determinada por factores locales, aunque factores sistémicos tales como 

infección, inflamación, autoinmunidad o influencia genética son también importantes 

[31]. Esta inestabilidad está dada por la probabilidad de la placa vulnerable a sufrir 

eventos tales como: calcificación, debilitamiento de la pared, fisura o rotura, 

hemorragia, ulceración y trombosis. 

Diversos estudios han demostrado que las placas de ateroma con una mayor infiltración 

de macrófagos, linfocitos T, y células musculares lisas activadas tienen una alta 

predisposición a sufrir ruptura [30, 32-34] y la consideran como la lesión de más alto 

riesgo en la placa vulnerable [32]. La presencia de macrófagos en el núcleo de la placa 

constituye un papel fundamental en la formación de una placa vulnerable porque liberan 

citoquinas que causan inflamación de la pared vascular, producen factor tisular que 

lleva a un mayor reclutamiento de células y disminuyen la resistencia de la cápsula 

fibrosa a las fuerzas hemodinámicas a las que está sometida, con la consecuente ruptura 

y formación del trombo [35, 36]. 

Los factores de riesgo clásicos como el tabaquismo, la hipertensión arterial, la elevación 

de los niveles plasmáticos del colesterol asociado a lipoproteínas de baja densidad 

(LDL), el descenso de los niveles plasmáticos del colesterol asociado a lipoproteínas de 

alta densidad (HDL) y la diabetes favorecen las fracturas de la placa inducido por 

factores químicos y metabólicos. 

Una vez que se produce rotura de la placa se vierten a la circulación los componentes 

http://www.monografias.com/trabajos5/natlu/natlu.shtml
http://www.monografias.com/trabajos16/lipidos/lipidos.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/sangre/sangre.shtml
http://www.monografias.com/trabajos54/resumen-estadistica/resumen-estadistica.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/gaita/gaita.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/ripa/ripa.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/reclutamiento/reclutamiento.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/restat/restat.shtml
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del núcleo lipídico cuyo contenido es altamente trombogénico, lo que junto con la 

exposición del factor tisular condicionan la formación local de trombina, la activación 

de plaquetas y la formación de fibrina [35].  

En ese punto, la placa aterosclerótica progresa reorganizándose por trombosis 

sobreañadida, ya que el trombo recién formado es invadido por monocitos que liberan 

factor tisular que induce la formación 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 días el trombo 

está rodeado de un endotelio disfuncionante. La formación del nuevo tejido conectivo 

continúa hasta que, a las 4-12 semanas, el endotelio se normaliza y es capaz de 

sintetizar NO, completándose el proceso de cicatrización [36]. 

 

Figura I_03. Secuencia de acontecimientos que llevan a la ruptura de la placa de ateroma y formación de 

un trombo con la consecuente necrosis del tejido miocárdico ante la falta de aporte sanguíneo debido a la 

obstrucción de la arteria. 
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2. SÍNDROME CORONARIO AGUDO 

Los SCA pueden clasificarse atendiendo a parámetros electrocardiográficos en dos 

grandes grupos: 1) Síndrome coronario agudo sin elevación del segmento ST 

(SCASEST) y 2) Síndrome coronario agudo con elevación del segmento ST 

(SCACEST) [37]. La presentación clínica de los diferentes SCA depende de la 

extensión y duración de la isquemia secundaria a la obstrucción del flujo coronario. 

Cuando la liberación de contenido aterosclerótico provoca la formación de un trombo 

no oclusivo o transitoriamente oclusivo puede tratarse de una AI o de un IAM no Q, no 

existiendo en ninguno de los dos casos elevación del segmento ST en el 

electrocardiograma (ECG). Por norma general, en la AI la oclusión temporal no dura 

más de 20 minutos y produce angina de reposo. En el IAM no Q, sin embargo, la 

interrupción de flujo coronario dura más tiempo, aunque el territorio distal del corazón 

puede estar protegido por circulación colateral desde otros vasos, limitando la isquemia 

y la extensión de miocardio necrosado. Cuando existe elevación del segmento ST en el 

electrocardiograma nos indica que se producirá un IAM con onda Q si no se restituye 

rápidamente el flujo coronario mediante trombolísis o angioplastia. En este caso, el 

trombo es oclusivo, la circulación colateral inexistente o insuficiente, la duración de 

isquemia es más prolongada y se produce una mayor necrosis de tejido miocárdico [37, 

38] (Figura I_04). 

2.1. Manifestaciones clínicas  
Los SCA suelen cursar con una serie de síntomas y signos característicos, debidos en 

gran medida al descenso de flujo sanguíneo coronario y en consecuencia a la menor 

oxigenación del corazón. Uno de los síntomas más típicos que indican que el paciente 

puede estar sufriendo un SCA es la presencia de dolor torácico, definido como una 

sensación de opresión o ardor en el pecho de intensidad variable, con inicio gradual y 

duración mayor de 30 minutos. A su vez, estos síntomas pueden ir acompañados de 

signos característicos como confusión aguda, debilidad intensa, palidez y sudoración 

entre otros [37]. 
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Figura I_04. Representación esquemática de un electrocardiograma (ECG) normal. Cuando se produce 

una oclusión parcial del flujo coronario no existe elevación del segmento ST y la necrosis miocárdica es 
menor. Una oclusión total del flujo conlleva una mayor necrosis miocárdica y una elevación del segmento 

ST en el ECG. 

En caso de que las circunstancias lo hagan posible, la anamnesis debe ir encaminada a 

definir las características, localización y factores precipitantes o atenuantes del dolor. Es 

necesario identificar los factores de riesgo cardiovascular que presenta el paciente, 

antecedentes de cardiopatía isquémica y antecedentes familiares de enfermedad arterial 

aterosclerótica. Del mismo modo, la exploración permitirá identificar signos de 

inestabilidad o urgencia vital, así como valorar la presencia de signos de dislipemia y/o 

arterioesclerosis (xantomas, xantelasmas, soplos arteriales) que aumentan la 

probabilidad de enfermedad coronaria. La exploración física debe ayudar también a 

identificar o descartar otros cuadros clínicos como disección de aorta (asimetría de 

pulsos, soplo de regurgitación aórtica), pericarditis aguda (roce pericárdico), 

taponamiento cardiaco (ingurgitación yugular y pulso paradójico) o neumotórax 

(asimetría de la auscultación pulmonar) [38]. 
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2.2. Diagnóstico y tratamiento 
El diagnóstico de un SCA se debe realizar evaluando de manera conjunta los datos 

obtenidos en la evaluación clínica, en el ECG y los resultados bioquímicos. El ECG es 

un componente indispensable dentro de la exploración básica inicial y ha de realizarse 

en los 5-10 minutos posteriores a la llegada del paciente al servicio de urgencias. Del 

mismo modo, los análisis bioquímicos deben incluir la determinación sérica de los 

niveles de troponina I (TnI) o troponina T (TnT) y de la enzima creatinquinasa (CK) y 

su isoenzima cardiaca (CK-MB), las cuales poseen una elevada sensibilidad y 

especificidad para el diagnóstico precoz de SCA. Pueden ser necesarios también los 

resultados de los análisis de hematología y coagulación, sobre todo en pacientes en 

tratamiento con anticoagulantes orales. Con todo ello, el objetivo será establecer un 

diagnóstico preciso en el menor tiempo posible, de modo que pueda establecerse un 

tratamiento de reperfusión adecuado, bien mediante métodos farmacológicos 

(trombolísis farmacológica) o mediante intervencionismo coronario percutáneo 

(angioplastia coronaria con o sin prótesis intracoronaria), lo que será vital para la 

supervivencia del paciente [39, 40].  

Inicialmente, el tratamiento de un SCA debe incluir oxigenoterapia, especialmente 

cuando existe disminución de la saturación de oxígeno en sangre, para permitir la 

llegada de la mayor cantidad de oxígeno posible al corazón, y un tratamiento 

farmacológico que incluya la administración de antiagregantes (ácido acetilsalicílico, 

clopidogrel, prasugrel, ticagrelor, inhibidores de la glicoproteína IIb/IIIa, etc.), de 

anticoagulantes y de analgésicos para aliviar el dolor, además de terapia dirigida 

disminuir el consumo de oxígeno del miocardio (-bloqueantes) [37]. Una vez superado 

el SCA, será necesario instaurar un tratamiento farmacológico a largo plazo y adoptar 

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

El tratamiento farmacológico a largo plazo incluye una combinación de fármacos con 

distintos efectos [41]. Por un lado será necesario establecer un tratamiento 

antiagregante, el cual puede realizarse utilizando aspirina que actúa produciendo una 

acetilación de la enzima ciclooxigenasa, inhibiendo la formación de tromboxano A2, que 

es un potente activador de las plaquetas y un vasoconstrictor coronario. También 

pueden utilizarse otros antiagregantes como clopidogrel, prasugrel o ticagrelor, que 

actúan a distintos niveles inhibiendo la activación plaquetaria [42, 43]. Junto con el 
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tratamiento antiagregante será necesario instaurar un tratamiento con agentes -

bloqueantes que bloquean reversiblemente los receptores -adrenérgicos del corazón 

impidiendo que se unan las catecolaminas, con lo que se consiguen efectos cronótropo 

(frecuencia cardiaca) e inótropo (contractibilidad) negativos, disminución del consumo 

de oxígeno miocárdico y disminución de las arritmias [44, 45]. El uso de inhibidores de 

la enzima convertidora de angiotensina (iECA) ha demostrado una disminución de la 

mortalidad a los 30 días y a largo plazo gracias a su efecto vasodilatador y a que 

disminuyen el remodelado patológico del corazón, al ser antifibróticos y mejorar la 

función endotelial [46, 47]. Por último el uso de estatinas (inhibidores de la enzima 

hidroximetilglutaril-CoA reductasa), como la atorvastatina y la simvastatina, entre otras, 

permiten el control del perfil lipídico del paciente después de un IAM en los que el 

nivel de colesterol LDL debe permanecer inferiores a 70-100 mg/dL. Estos fármacos 

tienen, además de su acción hipolipemiante, un efecto antitrombótico y antiinflamatorio 

y mejoran la función endotelial, lo que contribuye a disminuir el riesgo de futuros 

eventos coronarios agudos [48, 49]. 

Paralelamente al tratamiento farmacológico, será necesario que se produzcan  

modificaciones en los hábitos alimenticios del paciente, cuyo objetivo será controlar los 

niveles de colesterol LDL y glucosa en sangre, así como el mantenimiento de un peso 

adecuado. Será también necesaria la eliminación de hábitos que constituyan factores de 

riesgo cardiovascular conocidos, como el tabaquismo y el consumo excesivo de alcohol. 

Esta eliminación de hábitos perjudiciales debe ir acompañada de la introducción de 

nuevos hábitos destinados a mejorar el estado de salud global del paciente como el 

aumento gradual de la actividad física. 

2.3. Biomarcadores de uso clínico en SCA 
Los trastornos bioquímicos que se producen en la cardiopatía isquémica son 

consecuencia de la hipoxia a la que se ve sometido el miocardio. Bajo estas 

condiciones, las células obtienen energía de la glucolísis anaerobia, cuyo resultado es la 

acumulación de lactato. Este exceso de lactato produce una situación de acidosis que 

conduce a la activación de enzimas proteolíticas, a la degradación de las proteínas 

estructurales responsables de la contractibilidad cardiaca, a la pérdida de la integridad 

de la membrana celular y, en último término, a la liberación de proteínas al intersticio 

intercelular y a la sangre debido a la muerte celular. En este proceso, las proteínas que 

primero aparecen en la circulación son las citoplasmáticas (mioglobina y creatinquinasa 
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citoplasmática), seguido de las proteínas 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 únicos marcadores aceptados por 

la Sociedad Europea de Cardiología (ESC) y Asociación Americana de Cardiología 

(AHA) para el diagnóstico 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 lesión miocárdica (85%) superior a la de la CK total. 

Hasta la aparición de marcadores más específicos, la determinación de los niveles 

séricos de CK ha sido el marcador más utilizado en el diagnóstico de las alteraciones 

miocárdicas y músculo-esqueléticas [51]. En el inicio de la necrosis miocárdica, la 

actividad catalítica de la CK puede detectarse aumentada en suero por encima del límite 

superior de su intervalo de referencia a partir de las 4-6 h del inicio de la 

sintomatología. Sin embargo, debido a que es una enzima presente en prácticamente 

todos los tejidos del cuerpo, existen muchas otras situaciones patológicas y no 

patológicas que pueden producir niveles de actividad elevados sin que exista daño 

miocárdico [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 síntomas de IAM y permanece elevada hasta las 24-36 h del inicio de 

los síntomas [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 concentración plasmática 

puede aumentar en las mismas condiciones que las mencionadas para la CK sin que 

exista lesión miocárdica [54]. En este sentido, la utilización del cociente actividad 

CKMB/actividad CK total permite mejorar la cardioespecificidad de la medida de CK-

MB. De esta manera, un valor plasmático que sobrepase la proporción de CK-MB 

habitualmente hallada en el músculo esquelético puede considerarse como indicativo de 

liberación de la isoenzima desde el miocardio, aún cuando este cociente no ofrece la 

combinación de sensibilidad y especificidad diagnóstica necesarias para el diagnóstico 

del infarto de miocardio [51]. 

La troponina es una proteína liberada de los miocitos cuando tiene lugar un daño 

irreversible del miocardio. Se trata por lo tanto de una proteína altamente específica 

para el tejido cardíaco, que posee una gran especificidad para el diagnóstico clínico del 
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infarto de miocardio. Existen tres clases de troponina diferentes: la troponina C, la 

troponina I (TnI) y la troponina T (TnT), de las cuales únicamente la TnT y la TnI 

tienen interés en la práctica clínica, al poseer isoformas cardioespecíficas (TnTc y TnIc) 

con una secuencia de aminoácidos que permite distinguirlas de las musculo-esqueléticas 

[55]. 

Ante el inicio de la lesión miocárdica, la troponina se detecta en el plasma a partir de las 

4-6 h del inicio de los síntomas. La cinética de liberación de TnTc y TnIc es diferente. 

La TnTc tiene un máximo inicial a las 12 h de los síntomas, manteniéndose estos 

niveles hasta las 48 h y un descenso gradual hasta los 10 días. La TnIc presenta una 

cinética semejante, pero con un máximo de menor magnitud [56] y un tiempo de retorno 

a la normalidad más corto que el de la TnTc pero que, al igual que ésta, depende de la 

extensión del IAM [57]. 

2.3.2. Mioglobina 

La mioglobina es una proteína citoplasmática de bajo peso molecular que se libera 

rápidamente a la circulación debido a alteraciones en la permeabilidad celular derivadas 

de la hipoxia tisular que comienza a sufrir el miocardio al inicio de la lesión. Esta 

precocidad en su liberación permite que puedan detectarse concentraciones elevadas de 

mioglobina partir de la primera o segunda hora de evolución del IAM. La mioglobina 

alcanza su máxima concentración en plasma entre las 6 y 12 h tras iniciarse el IAM, y 

desaparece de la circulación a las 12-24 h como consecuencia de su rápido aclaramiento 

renal. Precisamente, este aclaramiento renal es el que produce que también se encuentre 

elevada en pacientes con insuficiencia renal por la disminución de su aclaramiento [58], 

de modo que su eficiencia diagnóstica 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 miocárdica en las primeras 6 h 

del ingreso del paciente [62, 63]. No obstante, su escasa cardioespecificidad y su rápido 

aclaramiento renal hacen que su valor predictivo positivo sea escaso, y que un único 

valor aumentado no pueda utilizarse aisladamente en la toma de decisiones.  
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Figura I_05. Perfil de elevación de los principales marcadores cardiacos clásicos de uso clínico. Desde el 
año 2000 la creatinquinasa (CK) y la troponina (Tn) son los dos únicos marcadores aceptados por la 

Sociedad Europea de Cardiología (ESC) y Asociación Americana de Cardiología (AHA) para el 

diagnóstico del infarto agudo de miocardio (IAM). 

2.4. Potenciales biomarcadores de uso clínico en SCA 
Como se ha descrito anteriormente, los criterios clínicos actuales para el diagnóstico del 

IAM establecidos por la Sociedad Europea de Cardiología (ESC) y la Asociación 

Americana de Cardiología (AHA) incluyen la determinación de niveles plasmáticos de 

troponina y CKMB, ambos biomarcadores de necrosis miocárdica [50]. Sin embargo, 

sus niveles plasmáticos no se elevan hasta 4-6 horas después de la aparición de los 

síntomas, lo cual produce, indudablemente, un retraso en el diagnóstico. Por esta razón, 

existe un elevado interés en el descubrimiento de nuevos biomarcadores que puedan 

detectar y/o descartar el infarto de miocardio de manera mucho más precoz tras el inicio 

de los síntomas.  

2.4.1. Moléculas de adhesión 

Las moléculas de adhesión juegan un papel fundamental en la entrada de monocitos 

hacia el interior de la pared vascular. Por ello, se han estudiado sus formas solubles 

plasmáticas 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 adhesión intercelular-1 (ICAM-1), 

la molécula de adhesión a células vasculares (VCAM-1) y las selectinas E y P como 

posibles marcadores de riesgo cardiovascular [65-71]. Así, en un estudio desarrollado 
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por Mulvihill et al, la VCAM-1 junto con la proteína C-reactiva (PCR), fue un predictor 

de futuros eventos cardiovasculares en pacientes con SCA, mientras que no hubo 

correlación 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 añadir valor 

pronóstico al proporcionado por los factores clásicos de riesgo cardiovascular [71]. 

2.4.2. Biomarcadores de isquemia miocárdica 

Entre los nuevos marcadores de isquemia que se han estudiado en los últimos años, 

destacan la albúmina modificada por isquemia (IMA), la fracción libre de ácidos grasos 

en plasma (AGL), la proteína de unión a ácidos grasos tipo corazón (H-FABP) y los 

péptidos natriuréticos cardíacos. La IMA presenta una baja exactitud diagnóstica con un 

alto número de falsos positivos y una baja especificidad [72], lo que sugiere que deba 

ser considerada como un marcador de isquemia aguda no específica para la isquemia 

cardíaca [73, 74]. El alto valor predictivo negativo observado en algunos estudios indica 

que la IMA, sola o en combinación con otros marcadores, puede ser útil como marcador 

de cribado en SCA [75, 76]. 

Se ha observado que aunque la mayoría de los ácidos grasos libres en el suero están 

unidos a albúmina, la pequeña fracción de ácidos grasos que circula libre (AGL) 

aumenta bajo situaciones de isquemia [77]. Niveles elevados de AGL han demostrado 

ser un factor de riesgo en enfermedad cardíaca súbita, así como de mortalidad en los 

pacientes sometidos a angiografía coronaria [78]. Por el momento no está claro si los 

altos niveles de AGL son una causa o una consecuencia de procesos patológicos que 

subyacen a la enfermedad coronaria [79]. 

La H-FABP se ha propuesto como un marcador diagnóstico de IAM cuyas 

concentraciones plasmáticas máximas 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 mostró como el mejor predictor 

de eventos coronarios durante un año de seguimiento entre los diferentes marcadores de 

necrosis miocárdica utilizados (FABP, TnIc y CK-MB) [81]. Nizeki y col. encontraron 

que los pacientes con elevación persistente de H-FABP tenían la mayor tasa de eventos 

cardiacos, incluyendo las muertes cardíacas 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 plasmáticos de los péptidos 

natriuréticos cardíacos (BNP, NT-proBNP y ANP) aumentan inmediatamente después 

de la tensión inducida por isquemia cardiaca [86-89] lo que les convierte en interesantes 

biomarcadores de posible aplicación clínica. Sin embargo, debido a que su eliminación 

es fundamentalmente por vía renal, se ha encontrado que la disminución del 

aclaramiento renal provoca elevaciones en sus concentraciones plasmáticas, por lo que 

se debe tener en cuenta la función renal del paciente al evaluar su potencial como 

biomarcador diagnóstico [90, 91]. 

2.4.3. Biomarcadores de inflamación 
Entre los nuevos marcadores de inflamación estudiados en enfermedades 

cardiovasculares figuran citocinas, marcadores de estrés oxidativo y marcadores de 

degradación de la matriz extracelular. La proteína quimiotáctica 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 ateroscleróticas. Se ha encontrado 

que concentraciones plasmáticas 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 todavía estudios confirmatorios, lo que 

limita actualmente su aplicación clínica, 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 lipoproteína 

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-

PLA2 puede ser utilizada en la práctica clínica para mejorar la predicción del riesgo en 

los sujetos con riesgo cardiovascular intermedio [77]. 

Entre los marcadores de degradación de la matriz extracelular, se han encontrado 

valores séricos de matriz metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-9) 2-3 veces más altos en 

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

El sCD40 y sCD40 ligando (sCD40L) se expresan en diversos tipos de células como 

plaquetas activadas, células endoteliales vasculares, monocitos y macrófagos. Varios 

estudios sugieren que los niveles elevados de sCD40L permiten identificar los pacientes 

con SCA con mayor riesgo de muerte e infarto de miocardio recurrente, 

independientemente de otros marcadores como la TnI 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 relación con el valor pronóstico de sCD40L sugiriendo una ausencia 

de asociación entre sCD40L y el riesgo de muerte e infarto de miocardio recurrente 

según los resultados obtenidos en una gran cohorte de pacientes con SCA [106].  
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3. PROTEÓMICA 

La proteómica es la ciencia que estudia de manera dinámica el conjunto de proteínas 

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 

proteómicos clásicos para la identificación de biomarcadores de enfermedad se basan 

principalmente en el análisis comparativo de las proteínas expresadas en muestras 

biológicas de individuos sanos y pacientes enfermos para identificar proteínas que se 

expresan de manera diferencial mediante el uso combinado de la electroforesis 

bidimensional (2-DE) y la espectrometría de masas (MS). La necesidad del análisis de 

muestras biológicas cada vez más complejas ha llevado al desarrollo de nuevas técnicas 

de proteómica aleatoria (shotgun proteomics) en las que se emplean equipos híbridos 

que permiten la separación mediante cromatografía multidimensional de los 

componentes de la muestra y, posteriormente, se analizan las proteínas separadas 

mediante la espectrometría de masas en tándem (MS/MS). El desarrollo de estas 

técnicas ha facilitando la descripción de proteomas desconocidos, hasta el momento no 

accesibles a las técnicas proteómicas clásicas [109]. 

La identificación de nuevos biomarcadores transferibles a la práctica clínica es, en 

esencia, el objetivo final de la proteómica ya que su introducción permitiría ayudar a 

establecer un diagnóstico temprano de la enfermedad, podrían constituir nuevas dianas 

terapéuticas sobre la que desarrollar fármacos, o permitiría monitorizar la evolución del 

paciente frente a un tratamiento determinado y con ello poder establecer un correcto 

pronóstico. 

3.1. Técnicas de separación de proteínas 
El paso inicial para realizar el estudio proteómico de una determinada muestra biológica 

consiste en llevar a cabo la separación de la mezcla compleja de proteínas que 

constituyen la muestra a analizar antes de su identificación mediante MS. Las técnicas 

más utilizadas para llevar a cabo la separación son la electroforesis bidimensional, la 

electroforesis capilar y la cromatografía líquida (LC). 

3.1.1. Electroforesis bidimensional (2-DE) 

La electroforesis bidimensional (2-DE) es una técnica de separación de mezclas 

complejas de proteínas con gran capacidad resolutiva que constituye la herramienta más 

empleada para el análisis y separación de los componentes del proteoma. A través de 
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dos electroforesis consecutivas aplicadas sobre la misma muestra, se consigue la 

separación de cientos o miles de proteínas en un único gel [110, 111]. 

Antes de realizar la primera electroforesis es necesario llevar a cabo una preparación 

correcta de la muestra ya que este paso será determinante para que la separación de las 

proteínas tenga lugar correctamente. En primer lugar, será necesario llevar a cabo la 

eliminación de todas las sustancias presentes en la muestra (sales, lípidos, ácidos 

nucleicos, etc.) que puedan interferir en el análisis. Posteriormente, se llevará a cabo 

una correcta solubilización de las proteínas. Este paso consiste en la eliminación de las 

interacciones no covalentes y de los puentes disulfuro presentes en las proteínas para 

facilitar su posterior separación. La inclusión en el tampón de solubilización de agentes 

caotrópicos como la urea y tiourea permiten la desnaturalización de las proteínas por 

ruptura de puentes de hidrógeno, dejando expuestos los residuos hidrofóbicos que son 

solubilizados por los agentes surfactantes encargados de mantener las proteínas en 

disolución, como es el caso del [3-[3-(colaamidopropil)dimetilamonio]-1-

propanosulfonato] (CHAPS), SDS y Tritón X-100. Los agentes reductores, como el 

ditiotreitol (DTT), β-mercaptoetanol y las fosfinas, completan la desnaturalización 

proteica por ruptura de puentes disulfuro de los residuos de cisteínas y los mantienen 

reducidos. La inclusión de anfolitos, mejora la solubilidad de las proteínas en el tampón 

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

En la primera separación electroforética, las proteínas se separan bajo la aplicación de 

un campo eléctrico en base a su punto isoeléctrico (pI) en gradientes de pH 

inmovilizados (IPG) seleccionados en cada caso para obtener la máxima resolución del 

grupo de proteínas de interés. Al aplicarse la diferencia de potencial entre los dos 

electrodos, las proteínas migrarán hacían el cátado o el ánodo 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 años 70 por Kenrick & Margolis [113], 

Klose [114] y O’farrell [115], pero su uso se generalizó a partir de los años 80, tras la 

invención 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 proteínas han sido separadas e inmovilizadas en tiras de poliacrilamida 

en función de sus pIs, es necesario realizar el equilibrado de las tiras que se realiza en 

dos pasos. En el primero se sumergen en un tampón de equilibrado con DTT para 
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romper los puentes disulfuro de las proteínas y mantenerlos reducidos y en el segundo 

paso se sumergen en tampón de equilibrado con iodoacetamida (IAA), que alquilará los 

grupos tiol reducidos para evitar su re-oxidación. La segunda electroforesis se realiza 

según el protocolo descrito por Laemmli [117] en geles de acrilamida en presencia de 

dodecil-sulfato sódico (SDS-PAGE). En este caso, las proteínas se van a separar según 

su peso molecular (PM), lo que condicionará el porcentaje de acrilamida a utilizar en la 

preparación de los geles en función del rango de PM que se quiera resolver.  

Tras la segunda dimensión se pueden utilizar diferentes métodos de tinción con 

diferentes características de sensibilidad, linealidad, homogeneidad y reproducibilidad 

para la visualización 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 detección lineal más amplio utilizando 

tinciones más actuales como Coomasie coloidal que tiene una sensibilidad mayor que el 

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

Finalmente, las imágenes de los geles teñidos con azul de Coomassie o nitrato de plata 

son digitalizadas mediante la utilización de un densitómetro y guardadas en archivos de 

imagen informáticos para poder ser analizadas por paquetes informáticos especializado, 

como PDQuest 2D Analysis Software (BioRad) con el que se realizará el procesamiento 

de las imágenes, la detección de las manchas proteicas, el emparejamiento de los puntos 

en los diferentes geles objeto de estudio y el análisis estadístico y cuantitativo final 

[119, 121, 122]. 

3.1.2. Electroforesis capilar (CE) 

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separación basada en la diferente 

velocidad de migración de las distintas especies cargadas bajo la acción de un campo 

eléctrico. La separación se lleva a cabo en un capilar de sílice fundido de diámetro muy 

pequeño donde se encuentra la disolución con los analitos a separar y el tampón o 

medio electrolítico encargado de conducir la corriente [123]. Se considera una técnica 

intermedia entre la electroforesis de zona clásica (ZE) y la cromatografía líquida de alta 

eficacia (HPLC).Utiliza el principio de la electroforesis capilar en solución libre en la 

que la separación de los analitos es muy rápida y con una reproducibilidad y 

sensibilidad mayor que la HPLC. En función del sistema de separación empleado se 

puede distinguir entre la electroforesis capilar de zona, el isoelectroenfoque capilar, la 



Introducción 

 

44 
 

isotacoforesis capilar y la cromatografía micelar electrocinética [124]. Su principal 

desventaja es que la mayoría de los tampones empleados no suelen ser suficientemente 

volátiles, lo que dificulta su acoplamiento con equipos de espectrometría de masas (CE-

MS). No obstante, su gran poder de resolución la han convertido en una técnica muy 

utilizada para la búsqueda de nuevos biomarcadores en muestras biológicas, 

especialmente en orina [125]. 

3.1.3. Cromatografía líquida (LC) 
La cromatografía es una técnica de separación 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 móvil (líquida o gaseosa) a través de un lecho cromatográfico 

que contiene la fase estacionaria, la cual puede ser líquida o sólida. En el caso de la 

cromatografía líquida (LC) aplicada a mezclas de proteínas, estas se separan bajo 

diferentes principios según el soporte cromatográfico utilizado (intercambio iónico, fase 

reversa, afinidad, exclusión molecular, etc.) al ser arrastrados por una fase móvil 

líquida. 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 proteínas o 

como paso posterior a la 2-DE [126-128]. El mayor potencial de la LC en el campo de 

la proteómica deriva del uso conjunto de un cromatógrafo de líquidos acoplado a un 

espectrómetro de masas (LC-MS y LC-MS/MS) como ocurre en la tecnología 

multidimensional de identificación de proteínas (Multidimensional protein identification 

technology, MudPIT) [129]. La combinación de estas dos tecnologías está desplazando 

poco a poco al uso de técnicas de separación basadas en gel debido a su mayor rapidez, 

sensibilidad, reproducibilidad y aplicabilidad a un mayor tipo de muestras. Además, 

permite analizar mezclas de proteínas utilizando cantidades mucho más pequeñas de 

muestra que las técnicas basadas en gel gracias a la aparición de equipos HPLC que 

trabajan con volúmenes de muestra del orden de microlitos (10
-6

 L) y nanolitros (10
-9

 

L). 

  



Introducción 

 
 

45 
 

3.2. Espectrometría de masas 
La espectrometría de masas (MS) es una técnica analítica en la que los átomos o 

moléculas de una muestra son ionizados, separados atendiendo a su relación masa/carga 

(m/z) y finalmente detectados y registrados. Las ventajas de la MS incluyen una elevada 

sensibilidad, con límites de detección del orden de femtomoles (10
-15 

moles) y attomoles 

(10
-18 

moles), gran versatilidad que permite determinar la estructura de tipos de 

compuestos muy diversos, volátiles, no volátiles, polares y apolares, sólidos, líquidos y 

gases y una gran especificidad en la determinación del peso molecular debido a la 

posibilidad de medir exactamente su masa molecular así como obtener información a 

partir de los fragmentos iónicos del analito.  

Un espectrómetro de masas está 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 función de su relación m/z y un detector de iones, que genera 

señales proporcionales a la abundancia relativa de cada ion. Una vez obtenidas estas 

señales, un programa informático procesa los datos y genera gráficos de abundancia 

relativa de iones frente a m/z conocidos como espectros de masas (Figura I_06). 

 
Figura I_06. Esquema de los elementos que componen un espectrómetro de masas. 
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3.2.1. Tipos de fuentes de ionización 

La fuente de iones es el elemento del espectrómetro de masas que se encarga de ionizar 

los compuestos que van a ser analizados. La elección del tipo de ionización viene 

determinada por la naturaleza de la muestra y la clase de información que se desea 

obtener. El aspecto de los espectros de masas obtenidos para diferentes especies 

moleculares depende en gran medida del sistema de ionización utilizado. 

3.2.1.1. Ionización/desorción láser asistida por matriz (MALDI) 
En una fuente de ionización MALDI, la muestra se mezcla con la matriz en presencia de 

un disolvente orgánico sobre una placa metálica, de tal forma que ambas co-cristalizan 

cuando se evapora el disolvente. Esta placa metálica se introduce en la cámara de 

ionización del espectrómetro de masas y se somete a pulsos cortos de láser en alto vacío 

lo que provoca que la absorción de energía por parte de la matriz sea convertida en 

energía de excitación y en transferencia de protones a la muestra (ionización) dando 

lugar, normalmente, a especies monocargadas. Debido a los pulsos de láser, el área 

irradiada se calienta dando lugar a la desorción de los iones de fase sólida a fase 

gaseosa. La aplicación posterior de un campo eléctrico permite el movimiento de los 

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

 

Figura I_07. Esquema del funcionamiento de los diferentes tipos de fuentes de ionización. (A) 

Ionización/desorción láser asistida por matriz, (B) Ionización por electrospray y (C) SELDI. 
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3.2.1.2. Ionización por electrospray (ESI) 
En la ionización por electrospray (ESI), la muestra se disuelve en un tampón volátil y se 

hace pasar a través de un capilar metálico al que se aplica un alto potencial eléctrico. A 

la salida del capilar, la solución se dispersa en forma de spray formado por pequeñas 

gotas cargadas, las cuales se evaporan rápidamente bien por un proceso de desorción del 

campo eléctrico o de evaporación 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 ionización cuando se acopla la cromatografía de 

líquidos (LC) o la electroforesis capilar (CE) con MS ya que permite analizar con gran 

sensibilidad numerosos compuestos no volátiles y termolábiles, con un intervalo de 

pesos moleculares muy amplio. 

3.2.1.3. Ionización por láser inducida en superficie (SELDI) 

En la ionización por láser 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 sólida. Se pueden fijar por adsorción, reparto, interacciones electrostáticas o 

afinidad; posteriormente la superficie sólida se cubre con una sustancia que actúa de 

matriz y se somete a la acción del láser lo que provoca la absorción de energía por parte 

de la matriz que se convierte en energía de excitación transfiriendo protones a la 

muestra que se ioniza [131, 134]. Dado que se trata de dos sistemas de ionización muy 

similares, el SELDI-MS se utiliza normalmente para el análisis de proteínas de elevado 

peso molecular mientras que el MALDI-MS se aplica a proteínas y péptidos de menor 

peso molecular. 

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

separar los iones en función de su relación m/z y enfocar los iones separados al detector.  

3.2.2.1. Cuadrupolo 

El analizador de cuadrupolo, está 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 actúa a modo de filtro para que sólo los iones con una determinada relación m/z 

lleguen al detector [130, 131, 135]. El analizador de cuadrupolo es uno de los más 
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extendidos, por su relativa sencillez y por poder ser acoplado a diferentes fuentes de 

ionización, incluida la ESI, para el análisis de proteínas y biomoléculas, así como por su 

bajo coste. Sus limitaciones se concretan en su intervalo de trabajo, en la imposibilidad 

de realizar análisis de alta resolución, y en la dificultad para la determinación 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 acción 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 ionización MALDI da lugar a 

equipos MALDI-TOF, muy utilizados en el análisis de biomoléculas dada su gran 

sensibilidad. 

3.2.2.3. Analizador de resonancia iónica en ciclotrón con transformada de Fourier 
Es un analizador que dispone de una celda de trampa de iones como elemento principal. 

Estas celdas están diseñadas aprovechando el fenómeno de resonancia iónica en 

ciclotrón por la que iones presentes en un campo magnético orbitan a una frecuencia 

que depende de su relación m/z y de la intensidad del campo magnético aplicado. La 

aplicación posterior de una señal eléctrica de frecuencia igual a la frecuencia de giro de 

la partícula hace que esta absorba energía y aumente su radio de giro. Cuando la mezcla 

de iones se excita unos milisegundos mediante una señal de frecuencia variable, los 

iones se sitúan próximos a las placas detectoras que recogen la señal 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 hiperbólico en forma de anillo 

central y otros dos electrodos colectores. Los iones procedentes de la fuente de 

ionización penetran a través de una rejilla en el electrodo colector y según su m/z y el 

campo aplicado, circulan en una órbita estable o se desestabilizan pasando al detector 

[130]. Los instrumentos de IT se caracterizan por tener una elevada sensibilidad pero 

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

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

eléctrico oscilante alrededor de un electrodo de forma de huso. Presenta unas 



Introducción 

 
 

49 
 

prestaciones similares a un analizador de resonancia iónica en ciclotrón con 

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

 
Figura I_08. Diagrama esquemático de las partes de varios analizadores de masas. (A) Trampa de iones, 

(B) Orbitrap y (C) Cuadrupolo. 

3.2.3. Detectores 
Dentro de un espectrómetro de masas, el detector es el componente encargado de 

proporcionar información sobre la abundancia de iones que salen del analizador de 

masas. Para ello, transforman el chorro de iones en una señal 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 resolución, un tiempo de respuesta corto, alta estabilidad, un amplio 

intervalo dinámico y un nivel de ruido bajo. Entre los detectores más utilizados destacan 

los fotomultiplicadores y la copa de Faraday. 

3.3. Espectrometría de masas en tándem (MS/MS)  
Se denomina espectrometría de masas en tándem (MS/MS) al acoplamiento de dos 

espectrómetros de masas unidos por una cámara de fragmentación. Se trata de uno de 

los espectrómetros más interesantes para la identificación de compuestos en mezclas 

complejas tanto en análisis proteómico como metabolómico [138-140]. 

En un análisis por espectrometría de masas en tandem (MS/MS), el primer 

espectrómetro de masas permite seleccionar un ión determinado entre los iones 
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producidos en el sistema de ionización al que se denomina ión precursor. Una vez 

seleccionado el ión precursor de interés, éste se introduce en la cámara de colisión 

donde por acción de un campo eléctrico adquiere una elevada energía cinética y 

colisiona con las moléculas del gas inerte contenido en la cámara. Como consecuencia 

de esta colisión, el ión se fragmenta de nuevo dando lugar a pequeños fragmentos 

denominados iones producto, los cuales entran en el segundo espectrómetro de masas. 

De entre los iones producto se elige uno que junto con el ión precursor seleccionado en 

el primer cuadrupolo dará lugar a la pareja ión precursor/ión producto característica de 

la molécula a analizar. En la Figura I_09 se muestra el funcionamiento de un 

espectrómetro de masas de triple cuadrupolo. 

 

Figura I_09. Esquema del funcionamiento de un triple cuadrupolo. El espectro de impacto electrónico 

(A) permite elegir el ión precursor que será aislado en el primer cuadrupolo (B), fragmentado en la 
cámara de colisión (C) y el ión producto seleccionado en el segundo cuadrupolo (D).  
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4. METABOLÓMICA 
La metabolómica es la ciencia que estudia el conjunto de productos finales y 

subproductos de las diferentes vías metabólicas, denominados metabolitos, que existen 

en los seres humanos y otros sistemas vivos [141]. El término metaboloma fue utilizado 

por primera vez por Oliver y col. en 1998 para describir el conjunto de pequeñas 

moléculas que componen un organismo [142]. Los metabolitos endógenos que son 

típicamente estudiados en un análisis metabolómico incluyen ácidos orgánicos, 

aminoácidos, aminas, azúcares, esteroides, bases de ácidos nucleicos y otras sustancias 

que son intermediarios en el metabolismo celular. Esta gran diversidad de propiedades 

químicas de los metabolitos y los amplios rangos de concentración en los que pueden 

encontrarse en las muestras biológicas estudiadas, hace necesaria la utilización conjunta 

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

4.1. Tipos de estudios metabolómicos 
Se pueden distinguir dos tipos de estudios metabolómicos, según se realice un enfoque 

dirigido o no dirigido a analizar un grupo de metabolitos determinado. Los estudios 

metabolómicos no centrados en un grupo determinado de metabolitos se denominan 

estudios de huella dactilar metabolómica (metabolomic fingerprinting) cuyo objetivo es 

identificar el mayor número 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, basándose en un patrón de metabolitos. Pueden emplearse una amplia 

variedad de muestras biológicas con este fin, tales como orina, plasma/suero, 

tejidos/células, y la saliva. Este enfoque puede ser, además, utilizado como una 

herramienta de diagnóstico para evaluar el estado de enfermedad por la comparación de 

los perfiles metabolómicos de controles sanos y pacientes de enfermedades, o para 

monitorizar el éxito de un tratamiento particular [144]. Los estudios metabolómicos no 

dirigidos son, por lo tanto, los más interesantes y adecuados para el descubrimiento de 

nuevos biomarcadores. En el caso de los estudios metabolómicos dirigidos, conocidos 

normalmente como estudios de perfil metabolómico (metabolomic profiling), el enfoque 

se limita al estudio un conjunto predeterminado de metabolitos relacionados con una vía 

metabólica específica [145, 146]. En este enfoque, los metabolitos diana se seleccionan 

de antemano y se evalúan a través de métodos analíticos específicos. Los avances 

tecnológicos de los últimos años han permitido aumentar el número de metabolitos que 

se puede cuantificar de forma simultánea.  



Introducción 

 

52 
 

4.2. Flujo de trabajo en metabolómica 
Un experimento metabolómico consta normalmente de tres partes: 1) adquisición y 

preparación de la muestra, 2) separación y detección de los metabolitos, 3) obtención y 

análisis de datos. 

4.2.1. Adquisición y preparación de la muestra 

Los metabolitos se puede medir en una gran variedad de muestras diferentes como 

tejidos, fluidos biológicos (sangre, orina, saliva, líquidos extravasculares, etc.), y 

cultivos celulares [147]. En el transcurso de un análisis metabolómico de muestras 

biológicas 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 medicación [148]. La preparación de la muestra por lo general implica 

la extracción y enriquecimiento de los metabolitos en un disolvente orgánico en el caso 

de que estos sean extraídos de la muestra original o bien la eliminación de las proteínas 

y la matriz si el análisis metabolómico se realiza sobre la propia muestra. En general, 

cualquier paso previo de tratamiento de las muestras que se incluya antes de su análisis 

se traducirá en un cierto grado de pérdida de muestra por lo que es necesario seleccionar 

cuidadosamente el protocolo de preparación adecuado para limitar los pasos de pre-

tratamiento y minimizar las pérdidas [149, 150]. 

4.2.2. Separación y detección de metabolitos 

Una vez realizada la preparación de la muestra será necesario, al igual que ocurre en la 

proteómica, llevar a cabo la separación y el análisis del conjunto de metabolitos que 

componen la muestra a estudiar. Como se indicó anteriormente, la gran variabilidad en 

las propiedades físico-químicas de los metabolitos tales como polaridad, solubilidad, y 

la volatilidad, así como la amplitud de su rango dinámico de concentraciones requiere el 

uso combinado de varias técnicas. Las dos principales plataformas de análisis utilizadas 

en metabolómica son la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometría de 

masas (MS) [151, 152]. Ambas técnicas son capaces de llevar a cabo de manera 

reproducible la medición de un gran número de metabolitos en una muestra dada. El 

análisis detallado del conjunto de técnicas utilizadas en los estudios metabolómicos que 

derivan del uso de RMN y MS se realiza en el apartado 4.3. 
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Figura I_10. Esquema de las fases que componen un flujo de trabajo metabolómico. 

4.2.3. Obtención y análisis de datos 

El análisis metabolómico de una muestra genera grandes cantidades de datos que 

requieren una correcta interpretación. Idealmente, los programas de análisis de datos 

deben ser capaces de eliminar el ruido de los espectros, identificar adecuadamente que 

metabolito corresponde a cada pico cromatográfico y realizar una correcta alineación 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 mayoría de equipos generan datos que pueden ser 

leídos sólo con programas propios del fabricante del instrumento. El reconocimiento de 

patrones que se obtienen en los estudios metabolómicos requiere el uso de herramientas 

estadísticas como el análisis de componentes principales (ACP) y el análisis 

discriminante para identificar el patrón espectral de cada grupo en estudio y las 

intensidades de los metabolitos en cada muestra. Después de la identificación y 

cuantificación de cada metabolito en la muestra debe realizarse un análisis estadístico 

multivariante para determinar que metabolitos se encuentran en diferente concentración 

entre los grupos experimentales. Es necesario considerar el error sistemático que puede 

ser introducido debido a pequeñas variaciones en las condiciones experimentales, en lo 

referente a la preparación de las diferentes muestras, e instrumentales, donde la pequeña 

variación de algún parámetro puede dar lugar a diferencias significativas. En muchos 

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

puede ser la variación en los tiempos de retención.  

 
Figura I_11. Las características físico-químicas de los metabolitos presentes en la muestras condicionan 
las técnicas necesarias para su determinación. 

4.3. Principales plataformas de análisis metabolómico 
4.3.1. Resonancia magnética nuclear 
La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica de análisis espectroscópico en 

la que los núcleos atómicos de los compuestos a estudiar se alinean gracias a la 

aplicación de un campo magnético constante para posteriormente perturbar este 

alineamiento con el uso de un campo magnético alterno, de orientación ortogonal. El 

espectro de RMN resultante es una colección de picos a posiciones e intensidades 

diferentes y características de cada compuesto que permiten su identificación [156]. 

Entre las ventajas que presenta la RMN se encuentran su capacidad para detectar 

múltiples metabolitos en un solo experimento [157], el tratarse de una técnica que no 

destruye la muestra durante el análisis, a diferencia de la espectrometría de masas (MS), 

y que no requiere preparación previa de la muestra. Permite además, obtener 

información estructural que puede facilitar la identificación de un metabolito 

desconocido. Como desventajas de esta técnica figuran su baja sensibilidad y resolución 
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espectral, lo que supone su escasa capacidad para determinar metabolitos que se 

encuentran en baja concentración, lo que le ha restado interés para su aplicación en 

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

4.3.2. Cromatografía líquida/espectrometría de masas (LC-MS) 
La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS), empleando una 

ionización por electrospray (ESI) como fuente de ionización, constituye la plataforma 

más utilizada en la actualidad para el análisis metabolómico [159, 160]. Su popularidad 

se debe a su gran versatilidad, que permite el análisis de una amplia variedad de 

moléculas. Además, a diferencia de los que ocurre con la cromatografía de gases (GC), 

no es necesaria la volatilidad de la muestra por lo que su derivatización previa al 

análisis 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 características físico-químicas que los equipos de 

GC-MS (Figura I_11). Recientemente, se ha desarrollado un nuevo tipo de LC llamado 

cromatografía hidrofílica de interacción (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 variación 

en los tiempos de retención cuando se analizan múltiples muestras. El amplio rango de 

características físico-químicas de los metabolitos que pueden analizarse mediante LC ha 

hecho que surjan alternativas específicas para compuestos de determinada naturaleza 

como es el caso de la ionización química dinámica (APCI) para los compuestos no 

polares tales como lípidos. Los analizadores más comunes que se utilizan en los 

estudios metabolómicos son el cuadrupolo, la trampa iónica y el analizador de tiempo 

de vuelo (TOF). Otros tipos de analizadores que se pueden emplear son orbitrap, la 

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

cuadrupolo (QQQ). 

4.3.3. Cromatografía de gases/espectrometría de masas (GC-MS) 
La cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) es una 

plataforma de uso común en la metabolómica y constituye una excelente elección para 

el análisis de compuestos volátiles tales como ácidos grasos y ácidos orgánicos. Debido 

a que la separación en GC se produce en función de sus diferentes puntos de ebullición, 

es necesario que los metabolitos a separar sean volátiles y estables térmicamente. En la 

mayoría de los casos, el conjunto de metabolitos presentes en una muestra no va a 
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cumplir estas condiciones por lo que es necesario realizar la derivatización previa de la 

muestra antes del análisis. Entre los reactivos de derivatización más utilizados se 

encuentran el BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) y el MSTFA (N-metil-

(trimetilsilil)trifluoroacetamida) [149, 162-165]. La reacción de derivatización es un 

paso que puede dar lugar la formación de productos secundarios que darán lugar a 

análisis cualitativos y cuantitativos erróneos. Por ejemplo, en el caso de los 

monosacáridos la derivatización conduce a múltiples picos perteneciente a cada 

compuesto individual del azúcar. Esto se evita mediante la introducción de un paso 

previo de oximación antes de sililación, que disminuye el número de picos obtenidos 

para cada monosacárido. A diferencia de lo que ocurre cuando se emplea LC-MS, la 

introducción 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 más aspectos útiles cuando se usa la GC-MS para los estudios 

metabolómicos es la existencia de bibliotecas de espectros de masas que facilitan la 

labor de identificación de los metabolitos que componen la mezcla. La GC posee, 

además, un poder de resolución mucho mayor que la LC con tiempos de retención más 

robustos y reproducibles. Sin embargo, GC-MS tiene rango de masa limitada y el ion 

molecular a menudo no se detecta debido a la fragmentación, lo que dificulta la 

identificación de compuestos desconocidos. Recientemente, han surgido estrategias 

alternativas para mejorar la separación y la sensibilidad de mezclas complejas de 

metabolitos como los cromatógrafos 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 metabolómicos previos  
Con el desarrollo de las técnicas de espectrometría de masas han aparecido los primeros 

estudios metabolómicos en el campo de las enfermedades cardiovasculares. Así se han 

descrito disminuciones en los niveles de ácido cítrico, 4-hidroxiprolina, ácido aspártico 

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, ácido aminoisobutírico, 

hipoxantina, isoleucina/leucina, ácido malónico, treonina, y trimetilamina N-óxido 

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 cromatografía líquida ultra 

rápida acoplada a un espectrómetro de masas TOF (UFLC/MS-IT-TOF) fueron 

identificados 12 metabolitos como posibles marcadores biológicos en plasma y 8 en 

orina. La concentración de leucina, fenilalanina, triptófano, 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 ácido metil-hipúrico se vieron disminuidos en la orina 

[168]. 

Los cambios metabólicos asociados a la aterosclerosis también han sido investigados 

mediante RMN y GC-MS [169]. Así, 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, ácidos 

grasos libres, cuerpos cetónicos totales, 3-hidroxibutirato, piruvato, leucina/isoleucina y 

el glutamato cuyas concentraciones son más bajas en estados de pre-isquemia [169]. 

Igualmente se han descrito algunos metabolitos del ciclo del ácido cítrico disminuidos 

en la IAM [170].  

Los perfiles metabolómicos 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 tenían miembros de la 

familia afectados [171]. Se observó patrones de heredabilidad en los niveles de 

aminoácidos tales como arginina, ornitina, alanina, prolina, leucina/isoleucina, valina, 

glutamato/glutamina, fenilalanina y glicina y ácidos grasos libres, tales como 

araquidónico, linoleico palmítico, y acilcarnitinas. Esto indicaría que los procesos 

metabólicos podrían estar controlados genéticamente, lo que implicaría una correlación 

entre genotipo y fenotipo en las familias con EAC.  

Por otra parte, un perfil metabolómico compuesto por dicarboxiacilcarnitinas obtenido 

mediante GC-MS fue predictivo de eventos cardiovasculares mayores en los pacientes y 

las diferencias más 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 fibrilación auricular. Se encontraron aumentados 

significativamente el beta-hidroxibutirato, aminoácidos cetogénicos y glicina, lo que 
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sugiere un papel patológico de los perfiles de cuerpos cetónicos en esta enfermedad 

[173].  
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Objetivos 
 

 

Daría todo lo que sé por la mitad de lo que ignoro 

René Descartes 

 

 

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral consiste en establecer perfiles 

proteómicos y metabolómicos que nos permitan conocer más profundamente la 

fisiopatología del SCA mediante el estudio diferencial de proteínas 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 diagnóstico y/o pronóstico en la 

práctica clínica, para lo cual planteamos los siguientes objetivos concretos: 

1. Estudiar la expresión diferencial de proteínas en plasma de pacientes con 

SCASEST frente a controles sanos mediante electroforesis bidimensional diferencial 

en gel (2D-DIGE) utilizando técnicas de depleción y ecualización de proteínas 

mayoritarias. 

2. Identificar mediante espectrometría de masas (MS) las proteínas 

diferencialmente expresadas en plasma deplecionado y ecualizado de pacientes con 

SCASEST frente a controles sanos. 

3. Estudiar la posible existencia de un perfil proteómico característico en plasma de 

pacientes con SCACEST mediante el estudio de expresión diferencial de proteínas 

frente a controles sanos mediante 2D-DIGE utilizando técnicas de depleción de 

proteínas mayoritarias. 
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4. Identificar mediante MS las proteínas diferencialmente expresadas en plasma 

deplecionado de pacientes con SCACEST frente a controles sanos. 

5. Realizar un estudio metabolómico de plasma completo y de ácidos grasos en 

plasma de paciente con SCASEST frente a controles sanos mediante cromatografía 

de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS). 

6. Identificar y conocer la implicación de los metabolitos expresados 

diferencialmente en plasma de pacientes con SCASEST en las diferentes rutas 

metabólicas del organismo para poder establecer su relación con el desarrollo del 

SCA. 

7. Validar los resultados obtenidos en la identificación de proteínas 

diferencialmente expresadas mediante técnicas complementarias: inmunodetección y 

monitorización de reacción seleccionada (SRM). 

8. Validar los resultados obtenidos en el estudio metabolómico diferencial 

mediante GC-MS. 

 

 

 



 

63 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Material y Métodos 
 



 

64 
 

  



Material y Métodos 

 
 

65 
 

 

Material y Métodos 
 

Todo nuestro conocimiento arranca del sentido, pasa al entendimiento 

 y termina en la razón 

Immanuel Kant 

 

 

1. ANÁLISIS PROTEÓMICO DEL PLASMA 
1.1. Selección de pacientes y obtención de las muestras 

La selección de pacientes se realizó en el Servicio de Hemodinámica del Hospital 

Virgen de la Salud, SESCAM (Toledo). Se establecieron tres grupos experimentales; 1) 

pacientes con síndrome coronario agudo sin elevación del segmento ST en el 

electrocardiograma (SCASEST), 2) pacientes con síndrome coronario agudo con 

elevación del segmento ST en el electrocardiograma (SCACEST) y 3) controles sanos. 

La inclusión de los pacientes en cada uno de los grupos fue llevada a cabo por el Dr. 

José Moreu, Jefe del Servicio de Hemodinámica.  

 

Tabla MM_01. Características basales de los individuos incluidos en el estudio en los tres grupos 

experimentales. Los datos cuantitativos de las variables bioquímicas se expresan como medias de grupo 

junto con su desviación estándar. El tratamiento con estatinas se refieren a tratamientos recibidos por el 

paciente, previos al evento actual.  

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

Datos personales

Media de edad 64.2 ± 11.5 68.3 ± 9.8 67.1 ± 8.7

Sexo % (Hombre/Mujer) 48/52 77/23 79/21

Factores de riesgo

Fumadores 8% 28% 31%

Ex-fumadores 8% 24% 22%

Diabetes melitus 4% 16% 24%

Dislipémia 16% 67% 56%

Hipertensión 40% 64% 72%

Enfermedad renal 0% 10% 10%

Datos bioquímicos

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%
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Se tomaron como criterios de exclusión las enfermedades inflamatorias o tumorales, las 

alteraciones de la coagulación, la existencia de cardiopatías significativas sin relación 

con la enfermedad coronaria o sus factores de riesgo (valvulopatías, afectaciones 

pericárdicas o miocardiopatías), exceptuando la hipertrofia secundaria del ventrículo 

izquierdo debida a hipertensión, tratamientos crónicos, excepto el de cardiopatía 

isquémica y sus factores de riesgo, angiogramas coronarios normales, fracciones de 

eyección menores de 0.45, así como haber sufrido traumatismos mayores, eventos 

tromboembólicos, revascularizaciones o haber sido sometido a cirugía 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 Hemodinámica por diversas razones clínicas. Todos los 

voluntarios sanos y los pacientes presentaban una distribución de sexo y edad sin 

diferencias significativas entre ellos. El estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la 

Declaración de Helsinki y cuenta con la aprobación del comité ético del Hospital Virgen 

de la Salud. Todos los pacientes y controles firmaron un consentimiento informado 

antes de su inclusión en el estudio. 

 
Figura MM_01. Representación del proceso de obtención y tratamiento de las muestras. En los pacientes 

con SCA la obtención de la muestra se hizo en el momento de producirse el evento (t=0). En el grupo 

control la extracción de las muestras se llevó a cabo cuando el paciente acudió a la consulta de 

Hemodinámica. En todos los casos el procesamiento de la muestra se realizó en un tiempo inferior a 2 

horas. 
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En todos los casos la recogida de muestra de los pacientes se realizó 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 Fisiopatología 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 centrifugó a 1300xg (5810R, 

Eppendorf) durante 10 min a temperatura ambiente para obtener el plasma que se 

guardó en alícuotas de 500 μl a -80 ºC hasta su estudio (Figura MM_01). 

1.2. Depleción de las proteínas mayoritarias del plasma 
Para llevar a cabo la depleción de las proteínas mayoritarias del plasma, utilizamos el 

sistema Multiple Affinity Removal System (MARS, Agilent Technologies). Este sistema 

está 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 proteínas más 

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 proteínas. Para realizar la depleción de proteínas mayoritarias se utilizaron 

además dos tampones comerciales (tampones A y B, Agilent Technologies). El tampón 

A, es un tampón fosfato de pH neutro indicado para realizar los pasos de carga de 

muestra, equilibrado y lavado de la columna, mientras que el tampón B, con urea y de 

pH ácido, está indicado para conseguir la elución de las proteínas mayoritarias 

retenidas.  

La depleción de las proteínas mayoritarias se llevó a cabo mediante cromatografía de 

alta eficacia (HPLC) con un cromatógrafo HPLC 1200 series (Agilent Technologies) 

dotado de un inyector manual (9725i, Agilent Technologies) y con un loop de 200 μl. 

Tanto la inyección de la muestra como los pasos cromatográficos seguidos se realizaron 

siguiendo las especificaciones de la casa comercial. Brevemente, 20 μl de plasma 

humano se diluyeron en una proporción 1:3 en tampón A (60 μl) y el plasma así diluido 

se inyectó en el sistema cromatográfico aplicando un flujo de 0,125 ml/min de tampón 

A durante los primeros 9.5 min. La fracción no retenida de proteínas, correspondiente a 

las proteínas minoritarias, eluyó entre los minutos 4.5 y 8. Esta fracción fue recogida y 

almacenada a -80ºC hasta su estudio. Después del minuto 9.50 el flujo de fase móvil 

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

 

Figura MM_02. La utilización de la columna MARS Hu-14 (Agilent Technologies) permite eliminar el 

94% del contenido proteico total del plasma correspondiente a las 14 proteínas mayoritarias. 

Este paso permitió la elución de la fracción retenida de proteínas, correspondiente a las 

catorce proteínas mayoritarias. Seguidamente, un nuevo cambio de fase móvil hasta un 

100% de tampón A en el minuto 16 consiguió la regeneración de la columna, 

equilibrándola en un último paso cromatográfico de 9 min, completando un ciclo total 

de 25 min (Figura MM_03). Tras cinco ciclos cromatográficos (equivalentes a 100 μl de 

plasma) las fracciones no retenidas de proteínas 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 

continuación, se eliminaron los restos de tampón A, pasando las muestras concentradas 

a un tampón con bicarbonato amónico (AMBIC, 65 mM), para lo cual se realizaron 4 

lavados en los mismos tubos concentradores. Cada uno de los ciclos de lavado consistió 

en añadir 4,5 ml de tampón AMBIC y repetir los pasos de centrifugación hasta dejar un 

volumen de 250-500 l de muestra cada vez. Las muestras concentradas contenidas en 

el nuevo tampón bicarbonato se cuantificaron por el método de Bradford [174]. Una vez 

realizada la cuantificación, las muestras fueron dializadas durante 24 h en una tampón 

de EDTA 0,1 mM y posteriormente liofilizadas durante 15-18 h. 
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Figura MM_03. Esquema representativo del proceso de depleción de proteínas mayoritarias del plasma 

utilizando una columna MARS Hu-14 (Agilent Technologies) en un sistema HPLC 1200 series (Agilent 

Technologies). 20 μl de muestra diluidos 1:3 con tampón A se inyectaron en la columna. La fracción de 
proteínas mayoritarias (H) interacciona con los anticuerpos de la columna quedando temporalmente 

retenidas mientras que las proteínas minoritarias (L) fueron eluidas.  

1.3. Ecualización de las proteínas mayoritarias del plasma 
La tecnología ProteoMiner (BioRad) permite la ecualización de las proteínas presentes 

en una muestra mediante su unión selectiva a hexapéptidos específicos, que actúan de 

ligandos para las proteínas de las muestras (Figura MM_04). Esta tecnología permite 

por tanto reducir el rango dinámico de concentración en diversos tipos de muestras, 

como plasma y suero, disminuyendo la concentración de las proteínas más abundantes y 

enriquecerlas en proteínas menos abundantes, de cara a una identificación de estas 

últimas, como paso previo a un posterior análisis proteómico ya que estas proteínas 

menos abundantes son potencialmente de gran interés para el descubrimiento de nuevos 

biomarcadores de enfermedad. 

La columna de ecualización se centrifugó en primer lugar durante 1 min a 1000xg para 

eliminar el líquido que contienen. Posteriormente se añadieron 200 μl de tampón de 

lavado, se rotaron 5 min y se centrifugaron durante 1 min a 1000xg. Se cargaron 200 μl 

de plasma de las muestra y se mantuvo rotando durante 2 h a temperatura ambiente para 

permitir la unión de las proteínas a sus hexapéptidos específicos. Para eliminar el 
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exceso de proteína se hicieron dos lavados consecutivos, el primero con tampón de 

lavado y el segundo con agua desionizada con 200 μl en cada caso. A continuación se 

llevó a cabo la elución de las proteínas enlazadas a los hexapéptidos añadiendo 20 μl de 

los reactivos de elución 1, 2, 3 y 4 a la columna. En cada caso la adición de reactivo se 

realizó por duplicado, con una suave agitación de 10 min y recogiendo el eluído tras 1 

min de centrifugación a 1000xg. Finalmente todas las fracciones eluidas se recogieron 

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

 

Figura MM_04. Esquema representativo del proceso de ecualización de proteínas mayoritarias del 

plasma utilizando la tecnología ProteoMiner (BioRad). Mediante la unión selectiva de las proteínas a sus 

hexapéptidos específicos se consigue la disminución del rango dinámico de concentración permitiendo 

enriquecer la muestra de las proteínas 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 análisis 

tales como detergentes, sales, lípidos y ácidos nucleicos. Para ello, a un máximo de 100 

g de proteína se le añadieron 300 μl de solución precipitante y se incubó en hielo 

durante 15 min. Posteriormente, se añadieron 300 μl de solución co-precipitante, se 

vorteseó la mezcla y se centrifugó a 21000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 min. Tras 

la centrifugación se eliminó el máximo posible de sobrenadante intentando no tocar el 

pellet de proteínas visible y se repitió el procedimiento de centrifugación, esta vez con 
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un pulso breve, para eliminar la mayor cantidad posible de sobrenadante. A 

continuación se añadieron, nuevamente, 40 μl de co-precipitante y se repitió el paso de 

centrifugación y de eliminación de sobrenadante. Por último, se añadieron sobre el 

pellet 20 μl de agua miliQ, 1 ml de tampón de lavado (previamente almacenado a -20ºC 

al menos durante 1 h) y 5 μl de aditivo de lavado. Tras vortesear la mezcla se 

mantuvieron los viales a -20ºC durante 1 h, tiempo durante el cual se vortesearon 

brevemente a intervalos de 15 min. Transcurrido ese tiempo se observó un precipitado 

blanco en el vial y se repitió el paso de centrifugación (14000xg, 10 min) eliminándose 

tanto sobrenadante como sea posible. El pellet de proteínas obtenido mediante este 

procedimiento fue resuspendido en 15 μl de tampón mínimo de DIGE (urea 7 M, 

tiourea 2M, 4% p/v CHAPS y Tris 3 M) para obtener una concentración final de 8 

ug/μl. Se comprobó 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 reacción 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 sólido por lo que deben ser previamente reconstituidos en 

dimetilformamida anhidra (Sigma-Aldrich), originando una solución madre de 

concentración 1 mM, que será posteriormente diluida con dimetilformamida anhidra 

hasta la concentración de la solución de trabajo (400 pmol/l). Tras resuspender las 

muestras que se incluyeron en el experimento se prepararon alícuotas de 50 g (10 μl) 

de cada muestra, a las que se añadieron 400 pmol (1 μl) del fluorocromo 

correspondiente (Cy3 o Cy5, según el diseño experimental). 

Además se debe preparar un control interno que incluya todas las muestras del 

experimento, para lo cual se ponen en un único tubo 50 g de cada una de ellas y esta 

mezcla se marcó con Cy2 (añadiendo 400 pmol del fluorocromo por cada 50 g de 

muestra que se quieran marcar). Las muestras se incubaron en hielo durante 30 min en 

oscuridad, para permitir la reacción de marcaje, que se detuvo posteriormente añadiendo 

1 μl de lisina 10 mM por cada 50 g 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 esquemático 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 según el diseño experimental 

previsto obteniéndose finalmente cinco viales con 150 μl de proteína cada uno (50 μl 

control + 50 μl paciente + 50 μl estándar interno). A cada muestra se añadieron 7 μl de 

anfolitos (IPG Buffer pH 4-7, GE Healthcare) y 4,5 μl de ditiotreitol (DTT, BioRad) 

como agente reductor. El volumen de tampón de rehidratación utilizado en cada caso 

depende del tamaño de la tira gradiente de pH inmovilizado (IPG, GE Healthcare) que 

se quiera utilizar. Así, para rehidratar tiras de 24 cm las muestras se resuspendieron en 

un volumen final de 450 μl. Con esta mezcla se rehidrataron las correspondientes tiras 

IPG de intervalo de pH 4-7, durante la noche en una bandeja de rehidratación 

(Immobiline DryStrip Reswelling Tray, GE Healthcare). Tras la rehidratación pasiva, se 

eliminó el exceso de líquido dejando escurrir las tiras brevemente sobre un papel de 

filtro y a continuación se colocaron en una bandeja especial de cerámica (Ettan IPGphor 

ceramic strip holders, GE Healthcare) que, a su vez, se situó en una unidad “Ettan 

IPGphor 3” (GE Healthcare) donde se llevó a cabo el IEF a 20ºC. 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 tampón de equilibrado 

(Tris-HCl 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 separación de las proteínas mediante SDS-

PAGE. Este proceso de equilibrado de las tiras se realizó en dos pasos. En el primero, se 

añadió al tampón de equilibrado previamente descrito un 1% p/v de DTT para mantener 

el estado reducido de las proteínas desnaturalizadas. Las tiras se mantuvieron en esta 

solución durante 20 min en agitación a temperatura ambiente y seguidamente se eliminó 

el tampón lavando las tiras con abundante agua miliQ. A continuación, se realizó el 

segundo paso en el que se añadió un 2,5% p/v de iodoacetamida (IAA, BioRad) al 

tampón de equilibrado para evitar una posible re-oxidación de las proteínas previamente 

reducidas en el paso anterior. De nuevo las tiras se mantuvieron en esta solución durante 

20 min en agitación y se realizó un lavado final con agua miliQ. En este punto las tiras 

estaban listas para la segunda dimensión. 

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

La segunda dimensión se realizó siguiendo el protocolo propuesto por Laemmli [117] 

con algunas modificaciones. Para aumentar la reproductibilidad se usó el sistema de 

electroforesis “Ettan DALTsix” (GE Healthcare) para la polimerización de los geles que 

permite polimerizar seis geles simultáneamente. Para llevar a cabo esta segunda 

dimensión 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 empleó Tris-HCl 1.5 M pH 8,8, 

SDS 10% (p/v) y agua miliQ para obtener la concentración de acrilamida deseada en 

cada caso. Se añadieron también APS y TEMED (BioRad) como catalizadores de la 

reacción de polimerización. Una vez preparados los geles, cada tira IPG se colocó 

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 25ºC, 

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 

preparación de geles destinados a la identificación de las proteínas. 

Una vez que se completó la segunda dimensión los geles fueron digitalizados utilizando 

un escáner de fluorescencia (Typhoon 9400 Variable Mode Imager, GE Healthcare) que 

permite obtener las imágenes emitidas por cada fluorocromo por separado (aplicando 

las longitudes de onda de excitación y emisión específicas de cada fluorocromo) con 

una resolución de 100 μm. Posteriormente, las imágenes fueron tratadas con el 

programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare), versión 7.0. Este 

análisis fue realizado en la Unidad de Proteómica del Hospital Nacional de Parapléjicos 

(Toledo). 

1.4.5. Tinción con plata 
Para la identificación de las proteínas que se encontraron diferencialmente expresadas 

en el experimento 2D-DIGE, se prepararon geles bidimensionales que fueron teñidos 

con plata. Para ello, una vez finalizada la segunda dimensión, se utilizó el kit comercial 

Silver Staining Protein (GE Healthcare) basado en el método de Heukeshoven y 

Dernick [176] para la tinción de los geles. Durante cada etapa del protocolo de tinción 

los geles permanecieron sumergidos en 250 ml/gel de la correspondiente solución, en 

recipientes de tamaño adecuado, que se mantuvieron en agitación a lo largo de todo el 
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proceso sobre un agitador orbital. 

Al finalizar la electroforesis, los geles se sumergieron en solución de fijación (30% v/v 

etanol y 10% v/v ácido acético) durante 30 min a temperatura ambiente. A 

continuación, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con agua miliQ antes de 

aplicar la solución de sensibilización (30% v/v Etanol, 5% p/v tiosulfato sódico y 6.8% 

p/v acetato sódico) 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 solución de nitrato de plata 2.5% p/v en agitación y finalmente, tras dos lavados de 

1 min con agua miliQ, se incubaron los geles con una solución de desarrollo que 

contenía 2.5% (p/v) carbonato sódico y 37% (p/v) formaldehído, el cual fue añadido 

justo antes de usar. Con este último paso se consiguió el revelado de las manchas 

proteicas. Idealmente este paso de la tinción debe durar entre 4 y 6 min pero en función 

de la concentración de proteína utilizada el tiempo necesario puede variar. Una vez 

finalizado el revelado, este se detuvo incubando los geles durante 10 min con solución 

de parada (1.46% p/v EDTA- Na2). Tras este período de tiempo los geles se conservaron 

en agua miliQ hasta la digitalización de las imágenes. 

Las imágenes de los geles fueron digitalizadas utilizando un densitómetro (GS-800 

Calibrated Densitometer, BioRad) y el programa MagicScan 5.1. Tras la digitalización, 

todos los geles empleados se almacenaron en bolsas de plástico con agua miliQ a 4 ºC. 

1.5. Análisis de imágenes 
En primer lugar, utilizando el módulo de análisis diferencial en gel (DIA, Differential 

In-gel Analysis) se detectaron y cuantificaron las manchas proteicas de las tres imágenes 

(Cy2, Cy3, Cy5) correspondientes a cada gel. Para ello, el programa utiliza un algoritmo 

para la detección de las manchas basado en la co-detección de las tres señales 

fluorescentes (2 muestras y 1 control interno) lo que permite diferenciar las señales de 

manchas verdaderas de los artefactos del gel. Por su parte, la cuantificación se basa en 

el cálculo de las relaciones entre las señales 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 módulo DIA fueron 

importados al módulo de análisis de variación biológica (BVA, Biological Variation 

Analysis), que permitió el emparejamiento de las manchas detectadas entre las imágenes 

de los diferentes geles del experimento para obtener después datos estadísticos sobre los 
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niveles de expresión de las manchas en los diferentes grupos de estudio. En este análisis 

se consideró que existía variación cuando los niveles de expresión estaban alterados en 

±50% y dicha variación se consideró estadísticamente significativa cuando se 

encontraba dentro del intervalo de confianza del 95% (p<0.05) determinado por la 

prueba t-Student. Por último, los datos contenidos en los archivos generados por el 

módulo BVA se analizaron en el módulo de análisis de expresión diferencial (EDA 

Extended Data Analysis) que con el cual se realizó el análisis de componentes 

principales (ACP). 

 

Figura MM_07. Representación del proceso de análisis mediante el programa DeCyder Differential 

Analysis Software v. 7.0 (GE Healthcare). (A) Detección de manchas en el módulo DIA. (B) 
Emparejamiento de las manchas en el módulo BVA. (C) Ejemplo de análisis jerárquico en el módulo 

EDA.  
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1.5.1. Análisis de Componentes Principales (ACP) 
El análisis de componentes principales (ACP) es un método estadístico cuyo objetivo es 

la simplificación y reducción de la dimensionalidad de un conjunto de datos con 

numerosas variables, de tal manera que los datos transformados mantengan las 

características básicas de los datos iniciales sólo con una pequeña pérdida de 

información [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 más 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 representaría un eje de 

coordenadas. Cada observación se representaría 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 información (que identificamos con 

la varianza) contenida en las variables originales. Cada nueva variable sería un nuevo 

eje de coordenadas en el cual el valor de cada observación sería la proyección del punto 

sobre dicho eje [178]. El ACP buscará los ejes más adecuados, que serán aquellos sobre 

los que se proyecte una mayor cantidad de varianza. Estos ejes (que llamaremos 

componentes principales) serán una combinación lineal de las variables originales y 

deben ser independientes entre sí. El valor de la proyección de cada observación en el 

nuevo eje de coordenadas se conoce como “puntuación” (score). Normalmente, un 

único componente principal es insuficiente para representar un conjunto grande de 

datos, por lo que suelen calcularse dos o más. El primero de ellos es el que recogerá la 

mayor parte de la información (varianza), el segundo recogerá la segunda mayor parte y 

así sucesivamente. La representación de las proyecciones de las observaciones en los 

nuevos ejes de coordenadas (componentes principales) se conoce como “gráfico de 

puntuación” (score plot). Pero el ACP no sólo nos aporta información sobre las 

observaciones, sino también sobre las variables. Los “valores de contribución” 

(loadings) proporcionan una perspectiva de la influencia de las variables originales en 

los componentes principales. Estos valores se representan en el “gráfico de 

contribución” (loading plot), que nos indica qué variables están correlacionadas, cuáles 

son influyentes y cuáles son responsables de los patrones detectados en las 
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observaciones (Figura MM_08). De este modo, cuando la correlación es directa, las 

variables se agrupan en la misma región del “gráfico de contribución” y cuando están 

inversamente correlacionadas se sitúan en cuadrantes opuestos. La distancia con el 

origen del gráfico también influye (cuanto más alejada respecto del origen, más impacto 

tiene la variable sobre el modelo). Es necesario tener en cuenta que este tipo de análisis 

es extremadamente sensible a la presencia de “valores extremos o atípicos” (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 está buscando son datos marcadamente diferentes. Los valores extremos o 

atípicos son fáciles de detectar, ya que el “gráfico de puntuación” 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 distribución normal y serán consideradas “valores 

extremos o atípicos”. 

 

Figura MM_08. Ejemplo de los resultados obtenidos en un ACP calculados tomando como variables las 

manchas proteicas. En el “gráfico de puntuación” (score plot, a la izquierda) se muestran los individuos y 

en el “gráfico de contribución” (loadingplot, a la derecha) aparecen representadas las manchas proteicas. 

 

1.5.2. Análisis de Patrones 

El análisis de patrones (análisis de grupos o análisis de “cluster”) es una clasificación no 

supervisada que se basa en varias técnicas estadísticas multivariantes [178-180]. Se dice 

que un método de clasificación es “no supervisado” cuando se desconoce el número de 

clases en que es razonable dividir las observaciones, así como a que clase pertenece 
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cada observación. 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 sí 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 matemáticos para estimar la similitud, dos de los 

cuales se incluyen en el análisis de patrones con el módulo EDA de DeCyder: la 

distancia Euclídea, que da más importancia a las medidas (en valores absolutos) de las 

variables y el coeficiente de Pearson, en el que tiene más valor la tendencia que las 

medidas de las variables. 

- Análisis de grupos jerárquico: Se denomina método jerárquico porque crea una 

jerarquía 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 árbol 

jerárquico (o dendrograma) agrupando en cada etapa las dos clases ubicadas a mínima 

distancia.  

 

Figura MM_09. Ejemplos de análisis de grupos jerárquico. (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 simultáneamente la ordenación jerárquica 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 expresión de una mancha proteica en una muestra o grupo experimental 
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concreto. La escala de colores que va del verde (expresión disminuida) al negro (sin 

cambios de expresión) y al rojo (expresión aumentada), se representa en la esquina 

inferior izquierda de cada diagrama (el color gris aparece cuando una mancha está 

ausente en una muestra). 

- Análisis de grupos de k-medias: Es una herramienta diseñada para asignar los 

objetos a un número predeterminado de grupos (clusters o categorías), “K”, cuyas 

características no se conocen aún pero que se basan en un conjunto de variables 

especificadas, de modo que cada objeto pertenezca a una única categoría (Figura 

MM_10). El número predeterminado de grupos o categorías “K” puede ser un valor que 

le indiquemos al programa (si tenemos alguna noción del número de categorías en que 

deberían agruparse datos), aunque DeCyder tiene una opción que le permite estimar el 

número óptimo de grupos a calcular. El objetivo de este algoritmo es poner cada objeto 

en una categoría dependiendo de la similitud, que para este tipo de análisis en DeCyder 

siempre se mide mediante la distancia Euclídea. La calidad de los grupos encontrados se 

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

posible). 

 

Figura MM_10. Ejemplo de la representación de los resultados obtenidos tras la clasificación de los 

datos mediante el algoritmo de k-medias o los mapas autoorganizativos con el módulo EDA del programa 

DeCyder. 
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1.6. Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas 

El análisis por espectrometría de masas de los digeridos enzimáticos de las manchas 

proteicas se llevó a cabo en la Unidad de Proteómica del Hospital Nacional de 

Parapléjicos, SESCAM (Toledo). 

1.6.1. Identificación de proteínas mediante MALDI-TOF/TOF. 

1.6.1.1. Digestión de proteínas en gel y preparación de la muestra 

Las manchas proteicas de los geles 2-DE empleados para la identificación de las 

proteínas diferencialmente expresadas obtenidas mediante 2D-DIGE, se cortaron 

manualmente y se digirieron automáticamente utilizando un digestor Ettan Digester 

(GE Healthcare). El protocolo de digestión 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 vacío en un Speedvac Savant DNA120 (Thermo 

Fisher). A continuación, se agregó tripsina de cerdo modificada (grado de 

secuenciación; Promega, Madison, WI, Estados Unidos) a una concentración final de 20 

ng/µl en bicarbonato de amonio 20 mM a las piezas de gel seco y la digestión se llevó a 

cabo a 37ºC durante la noche. Por último, se añadieron acetonitrilo acuoso al 60% y 

ácido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0.5% (99,5% de pureza; Sigma Aldrich) para 

realizar la extracción peptídica. 

1.6.1.2. Análisis mediante MALDI-MS (/MS) y búsqueda en la base de datos 

Una vez finalizada la digestión, una alícuota de 0,5 µL de cada solución de digestión 

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 

añadió el mismo volumen de matriz, ácido α-ciano-4-hidroxicinnámico (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 automático utilizando 

un espectrómetro de masas 4800 Plus MALDI-TOF/TOF (AB Sciex). Los espectros 

fueron adquiridos en el modo de iones positivos con un láser 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 proteína. Para el análisis 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 colisión de los precursores con el aire de la cámara de colisión (CID) fueron 

acelerados a 15 kV en la fuente 2 y sus masas fueron analizadas después de pasar por el 

reflector de iones. El análisis automatizado de los datos de masas se realizó mediante el 

programa informático “4000 Series Explorer” versión 3.5.3 (AB Sciex). La calibración 

interna del espectrómetro de masas MALDI-TOF se realizó 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 análisis MALDI-MS y MALDI-

MS/MS se combinaron mediante el programa “GPS Explorer” versión 3.6 que permite 

la realización de búsquedas no redundantes en la base de datos de proteínas 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) y los resultados de la búsqueda 

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 (I.C.%) del programa “GPS Explorer” fue del 95% o superior. Ya que las 

probabilidades de las proteínas y los iones obtenidos mediante motores de búsqueda 

diferentes no pueden ser comparadas directamente, se utilizó el programa “GPS 

Explorer” para calcular este I.C.% a fin de combinar los resultados de búsquedas de 

bases de datos de MS y MS/MS. El 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 I.C.% 

fueron 99% o superiores. 



Material y Métodos 

 
 

83 
 

 

Figura MM_11. Resumen esquemático del protocolo de identificación de proteínas seguido por la 

Unidad de Proteómica del Hospital Nacional de Parapléjicos. 

1.6.2. Identificación de proteínas mediante SRM 
1.6.2.1. Digestión de proteínas en gel y preparación de la muestra 

Las manchas proteicas se redujeron incubándolas con DTT 100 mM (Sigma Aldrich) en 

bicarbonato de amonio 50 mM (99% de pureza; Scharlau) durante 30 min a 37ºC. 

Después de la reducción, se llevó a cabo la alquilación de las proteínas con IAA 0.55 M 

(Sigma Aldrich) en bicarbonato de amonio 50 mM durante 20 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se agregó bicarbonato de amonio 50 mM, acetonitrilo acuoso 

al 15% (grado LC-MS, Scharlau) y por último tripsina porcina (Promega) a una relación 

final de 1µg de tripsina:proteína 50µg. La digestión se mantuvo a 37ºC durante la 

noche, tras lo cual se añadió ácido fórmico 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 trípticos fueron secados en vacío en un 

Speed-vac Savant DNA120 (Thermo Fisher) y resuspendidas en acetonitrilo al 2% y 

ácido fórmico al 2% previo a su análisis mediante MS. 
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1.6.2.2. Análisis mediante Monitorización de Reacción Seleccionada (SRM)  

El sistema LC-MS/MS consiste en un sistema TEMPO nano LC (AB Sciex) en 

combinación con un muestreador automático nano LC. Se realizaron dos inyecciones 

repetidas de 4.5 μl para cada muestra usando una fase móvil (2% de agua, ACN/98%, 

0,1% FA) con un caudal de 10μl/min durante 5 min. Los péptidos se cargaron en un 

cartucho de micro-precolumna (AcclaimPepMap 100 C18,5 µm, 100Å; 300 µm x 5mm) 

para conseguir la preconcentración y desalinización de la muestra. La columna 

cromatográfica empleada fue una C18 (Onyx 150x0.1mm monolítico, Phenomenex) 

utilizando una fase móvil A (98% de H2O/2% de ACN, 0,1% FA) y una fase móvil B 

(98% ACN/2% de H2O, 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 móvil 

B, aumentó 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 más. 

El análisis LC-MS/MS se realizó en un sistema AB/MDS Sciex 4000 QTRAP con la 

fuente Q Nano SprayII (AB Sciex). El 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 empleó 

un voltaje de spray de iones de 2800V y un declustering de 80V. El interfaz de nano 

flujo se calentó a 150°C y la fuente de gas y gas cortina se estableció en 20 psi, 

empleándose nitrógeno en ambos casos. Se programó un método de adquisición 

dependiente de información (IDA) con un análisis completo del MS (EMS), realizado 

en 4000 uma/s para el perfil de iones, seguido de un experimento de resolución de MS 

mejorado (ER) a 250 uma/s. El experimento ER permitió el reconocimiento del estado 

de carga más utilizado por los criterios de la IDA para seleccionar iones precursores y 

para estimar la energía de colisión de fragmentos de ellos. El programa de análisis 

utilizado creó archivos que incluían todos los datos de los espectros. Estos archivos 

fueron procesados por el programa ProteinPilot TM 2.0.1 (Applied Biosystems/MDS 

Sciex) el cual generó automáticamente listas de picos que se buscaron en la base de 

datos Swissprot versión 2010_08 utilizando el programa MASCOT versión 2.2. 
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1.7. Validación de resultados 
1.7.1. Inmunodetección o Western-Blot 
Para la validación de algunas de las proteínas encontradas diferencialmente expresadas 

en el análisis 2D-DIGE, se emplearon grupos independientes de muestras de controles 

sanos y pacientes con SCASEST o pacientes con SCACEST, según cual fuese el grupo 

de proteínas a validar. Previamente a realizar la inmunodetección, todas las muestras 

fueron cuantificadas mediante el método de Bradford [174]. Para el caso de las 

inmunodetecciones unidimensionales, 20 µg de proteínas de cada una de las muestras se 

mezclaron con tampón de carga (SDS al 10%, glicerol al 87%, 2-mercaptoetanol al 5%, 

azul de bromofenol al 0,002% y Tris-HCl 0,5 M pH 6.8) y se calentaron a 95ºC durante 

5 min antes de aplicarlas en los pocillos del gel.  

A continuación, se realizó la electroforesis SDS-PAGE utilizando diferentes porcentajes 

de acrilamida/bisacrilamida (entre el 8 y el 15% de acrilamida), en función de la masa 

molecular esperada de la proteína a analizar. La electroforesis de proteínas en 

condiciones desnaturalizantes se realizó según 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.  

 

Figura MM_12. Esquema de la técnica de inmunodetección bidimensional utilizada para la validación de 

algunas proteínas 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 llevó a cabo la inmovilización de 

proteínas sobre membranas de nitrocelulosa (BioRad) mediante transferencia semiseca 

(BioRad) durante 30 min a 20 V, utilizando tampón de transferencia (Tris 25mM, 

glicina 151.8 mM y metanol al 20% v/v). A continuación, las membranas de 

nitrocelulosa se tiñeron sumergiéndolas en una solución de Rojo Ponceau S (Sigma) al 

0.2% en ácido tricloroacético 30% (p/v) y ácido sulfosalicílico al 30% (p/v) durante 5 

min, tras lo cual se lavan con agua destilada para eliminar el exceso de colorante y se 

tomó una imagen digitalizada de cada membrana con el densitómetro (GS-800 

Calibrated Densitometer, BioRad). Para comprobar el rendimiento de la transferencia 

los geles se tiñeron con azul de Coomassie. Una vez inmovilizadas las proteínas en las 

membranas de nitrocelulosa, estos se bloquean en una solución de leche en polvo 

desnatada 7.5% (p/v) en PBS/Tween20 0.1% durante toda la noche a 4ºC. Tras el 

bloqueo, todos los pasos posteriores se realizan a temperatura ambiente y en agitación. 

Las membranas se lavaron tres veces durante 10 min con tampón de lavado 

PBS/Tween20 0.1% (v/v). A continuación las membranas se incubaron durante 1 hora 

con el anticuerpo primario específico para la proteína que queremos detectar, diluido a 

la proporción deseada en PBS/Tween20 0.1% (v/v). Tras realizar otros tres lavados de 

10 min en el tampón 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 concentración 

adecuada. Finalmente, se repitieron los tres lavados de 10 min y se reveló utilizando el 

método quimioluminiscente basado en la oxidación del luminol por acción del peróxido 

de hidrógeno, catalizado por la peroxidasa de rábano (ECL Western blotting Detection 

Reagents, GE Healthcare). Las imágenes obtenidas se digitalizan nuevamente (GS-800 

Calibrated Densitometer, BioRad) y se densitometraron utilizando el programa Quantity 

One (BioRad) para cuantificar el nivel de expresión de las proteínas (unidades 

arbitrarias de densitometría). El estudio estadístico de los datos obtenidos se realizó 

aplicando el test t-Student, considerándose estadísticamente significativas las 

diferencias con un valor p<0.05.  
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Tabla MM_02. Lista de proteínas validadas por inmunodetección. Se indican los anticuerpos primarios y 
secundarios, las casas comerciales, las diluciones utilizadas y los tiempos de incubación empleados en 

cada caso. 

 

1.7.2. Validación de proteínas mediante SRM 

1.7.2.1. Digestión de proteínas en gel y preparación de la muestra 

La digestión se realizó 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 amónico 50 mM (99% de pureza; Scharlau) durante 30 

min a 56ºC para llevar a cabo la reducción. Posteriormente, se alquilaron con IAA 55 

mM (Sigma Aldrich) en bicarbonato de amonio 50 mM durante 20 min a temperatura 

ambiente. Los fragmentos de gel se lavaron con bicarbonato amónico 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 

continuación se agregó tripsina porcina modificada (grado secuenciación, Promega, 

Madison, WI, EEUU) a una concentración final de 20 ng/µl en bicarbonato de amonio 

20 mM. Después de la digestión a 37ºC durante la noche, los péptidos se extrajeron con 

acetonitrilo acuoso al 60% y 0,1% de ácido fórmico (99,5% de pureza, Sigma Aldrich) 

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

1.7.2.2. Análisis mediante Monitorización de Reacción Seleccionada (SRM)  

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

muestreador automático nano LC y acoplados a un triple cuadrupolo modificado (LC-

Proteína
Anticuerpo primario 

casa comercial
Dilución

Tiempo de 

incubación

Anticuerpo secundario 

casa comercial
Dilución

Tiempo de 

incubación

Fibrinógeno gamma Abcam 1:20000 1 hora - - -

Hemopexina (SCASEST) Abcam 1:2000 1 hora

True blood conejo  

eBioscience 1:1000 45 minutos

Apolipoproteína E Abcam 1:500 1 hora

IgG antigoat donkey HRP  

Abcam 1:2000 45 minutos

Antitrombina III (SCASEST) Abcam 1:2000 1 hora

True blood ratón  

eBioscience 1:1000 45 minutos

Alfa-1-antiquimiotripsina Abcam 1:2000 1 hora

True blood ratón 

eBioscience 1:1000 45 minutos

Apolipproteína AI Policlonal 1:50000 1 hora

True blood conejo 

eBioscience 1:1000 45 minutos

Complemento C4 Abcam 1:50 1 hora

True blood conejo 

eBioscience 1:10000 45 minutos

Factor XIII de coagulación Abcam 1:1000 1 hora

True blood conejo 

eBioscience 1:10000 45 minutos

Clusterina Abcam 1:1000 1 hora

True blood ratón 

eBioscience 1:1000 45 minutos

Antitrombina III (SCACEST) Abcam 1:2000 1 hora

True blood ratón  

eBioscience 1:1000 45 minutos

Hemopexina (SCACEST) Abcam 1:200 1 hora

True blood conejo 

eBioscience 1:10000 45 minutos

Kallistatina Abcam 1:2000 1 hora

True blood conejo 

eBioscience 1:10000 45 minutos
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MS/MS 4000 QTRAP, AB Sciex). Se hicieron tres inyecciones para cada muestra (4 µl 

conteniendo 8 µg de proteína) usando fase móvil A (2% ACN/98% H2O, 0,1% FA) con 

un flujo de 10 µl/min durante 5 min. Los péptidos se cargan en un cartucho de micro-

precolumna (AcclaimPepMap 100 C18,5 µm, 100Å; 300 µmx5 mm) para preconcentrar 

y desalinizar las muestras. La cromatografía líquida de fase reversa se realizó en una 

columna C18 (Onyx Monolithic C18, 150 x 0,1 mm., Phenomenex) en gradiente de 

fases A y B (98% ACN/2% H2O, 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.  

 
Figura MM_13. Esquema de la técnica monitorización de reacción seleccionada (SRM). En el primer 

cuadrupolo Q1 se selecciona el péptido precursor que será fragmentado en la cámara de colisión (Q2). La 

elección de un péptido producto de entre los generados en la cámara de colisión permitirá establecer la 

transición péptido precursor/péptido producto característico de cada proteína. 

La columna se regeneró con un 2% de fase B durante 15 min adicionales. El 

espectrómetro de masas fue configurado para funcionar en modo de iones positivos con 

voltaje de spray de ionización de 2800V y a una temperatura de calentador de interfaz 

de nano-flujo de 150ºC. La fuente y la cortina de gas se establecieron a 20 y 10 psi, 

respectivamente utilizándose nitrógeno en ambos casos. La energía de la colisión fue 

optimizada para obtener la máxima eficiencia de transmisión y sensibilidad para cada 

transición de SRM. El algoritmo IntelliQuan incluido en el programa Analyst 1.4.5 se 

utilizó para calcular las abundancias basándose en las áreas de pico después de 

integración. 
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2. ANÁLISIS METABOLÓMICO DEL PLASMA 

2.1. Selección de pacientes y obtención de las muestras 
Análogamente a lo descrito en el apartado 1.1., la selección de pacientes y la obtención 

de muestras para el análisis metabolómico del plasma se realizó en el Servicio de 

Hemodinámica del Hospital Virgen de la Salud (Toledo). Se establecieron dos grupos 

experimentales; 1) pacientes con síndrome coronario agudo sin elevación del segmento 

ST en el electrocardiograma (SCASEST) y 2) controles sanos. La inclusión de los 

pacientes en cada uno de los grupos fue llevado a cabo por el Dr. José Moreu, Jefe del 

Servicio de Hemodinámica. Los criterios clínicos de exclusión fueron los mismos que 

los considerados para el análisis proteómico del plasma. Todos los voluntarios sanos 

incluidos en el grupo control, así como los pacientes con SCASEST presentaban una 

distribución de sexo y edad sin diferencias significativas entre ellos (Tabla 1). En todos 

los casos la recogida de muestra de los pacientes se realizó 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 Fisiopatología Vascular del Hospital Nacional de Parapléjicos (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 guardó en alícuotas de 500 μl a -80 

ºC hasta su estudio metabolómico. El estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la 

Declaración de Helsinki y cuenta con la aprobación del comité Ético del Hospital 

Virgen de la Salud (Toledo). 

2.2. Comparación entre diferentes reactivos de derivatización 
De manera rutinaria, la preparación de una determinada muestra biológica para su 

análisis mediante GC/MS consta de dos pasos: en el primero, se pretende proteger los 

grupos carbonilo de las moléculas para evitar la formación de productos secundarios 

que disminuirían el rendimiento de la reacción de derivatización y afectarían al análisis 

cuantitativo de la muestra. Para este primer paso, los reactivos más ampliamente 

utilizados en la bibliografía son el hidrocloruro de hidroxilamina (NH2OHHCl) y el 

hidrocloruro de metoxiamina (CH3ONH2HCl) [164, 183-185]. El segundo paso 

necesario para la preparación de la muestra supone llevar a cabo una reacción de 

derivatización que consiste en proteger los grupos polares presentes y que son los 
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responsables de sus elevados puntos de ebullición, consiguiendo por tanto disminuir 

estos, y que dichos compuestos sean analizables mediante GC/MS. Para este segundo 

paso, los reactivos más ampliamente utilizados, gracias a su alto rendimiento de 

derivatización, 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 actúa como catalizador favoreciendo la reacción de 

derivatización. 

Para encontrar cual era la mejor combinación de reactivos para el primer y segundo 

paso de derivatización, se llevó a cabo un experimento previo al análisis metabolómico 

de las muestras, en el que se utilizaron las cuatro combinaciones posibles de los 

reactivos anteriormente descritos. Se empleó en todos los casos el método desarrollado 

por Moritz et al. [186] con pequeñas modificaciones, manteniendo siempre las 

condiciones experimentales y cambiando exclusivamente, en cada caso, los reactivos de 

derivatización empleados. 

2.2.1. Reactivos 

El N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con el 1% trimetilclorosilano (BSTFA+1% 

TMCS) se obtuvo de Supelco. El 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 derivatización de plasma 

A 50 μl de plasma se añadieron 50 μl de acetonitrilo. La mezcla se vorteseó 

enérgicamente durante 30 s. y se centrifugó a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 

min para precipitar las proteínas. 75 μl del sobrenadante se transfirieron a un tubo 

eppendorf de 1,5 ml y se llevó a sequedad calentando a 70ºC la muestra en un 

termobloque (Thermomixer comfort, Eppendorf) durante 1h. Para llevar a cabo la 

protección de los grupos carbonilo, se añadieron 40 μl de hidrocloruro de metoxiamina 

o hidrocloruro de hidroxilamina (20 mg/ml) en piridina y la mezcla se vorteseó 

enérgicamente durante 1 min. La reacción se dejó durante 24 h a temperatura ambiente 

con agitación orbital. Transcurrido este tiempo, la reacción de derivatización se llevó a 
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cabo añadiendo 20 μl de BSTFA + 1% TMCS o MSTFA+1% TMCS a cada muestra. La 

mezcla se vorteseó durante 30 s. y la reacción se mantuvo durante 60 min a 70ºC en un 

termobloque (Thermomixer comfort, Eppendorf). Una vez finalizada esta, la muestra se 

centrifugó de nuevo a 12000xg durante 10 min para precipitar cualquier posible resto 

que pudiera interferir en el análisis. Se recogieron 50 μl de sobrenadante en un nuevo 

tubo eppendorf de 1,5 ml y esta muestra se inyectó en el GC/MS (FiguraMM_14). 

2.2.3. Análisis cromatográfico 

El equipo utilizado para el análisis metabolómico de plasma fue un cromatógrafo de 

gases 6890N (Agilent Technologies) unido a un detector de masas de cuadrupolo simple 

5975c (Agilent Technologies). La columna cromatográfica utilizada fue una HP-5MS 

(5% fenilmetilsiloxano de 30m x 250μm x 0,25μm, Agilent Technologies). El programa 

de temperaturas utilizado fue el siguiente: temperatura inicial de 60ºC, seguido de una 

rampa de 5ºC/min hasta alcanzar 285 ºC, temperatura que se mantuvo durante 2 min 

completando así un ciclo cromatográfico de 47 min. La inyección de la muestra (1μl) se 

realizó 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 290ºC respectivamente. La 

adquisición se realizó en modo SCAN con un voltaje de impacto electrónico de 70 eV, 

la temperatura de la fuente de iones fue de 230ºC y se escaneó un rango de masas entre 

50-600 u a una relación de 0,99 scan/s (Tabla MM_03). 

 

Figura MM_14. La comparación directa de los resultados obtenidos utilizando las cuatro combinaciones 

posibles de reactivos de derivatización permitió encontrar los reactivos idóneos para el análisis 

metabolómico del plasma.  
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2.3. Análisis metabolómico 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. Reacción de derivatización 

Siguiendo las condiciones de reacción 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 análisis metabolómico completo de plasma 

empleando como reactivos de derivatización el hidrocloruro de metoxiamina y 

BSTFA+1%TMCS. Brevemente, a 50 μl de plasma se añadieron 50 μl de acetonitrilo. 

La mezcla se vorteseó y centrifugó a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 min para 

precipitar las proteínas. 75 μl del sobrenadante se llevaron a sequedad calentando a 

70ºC la muestra en un termobloque (Thermomixer comfort, Eppendorf) durante 1h. Se 

añadieron 40 μl de hidrocloruro de metoxiamina (20 mg/ml) y la reacción se mantuvo a 

temperatura ambiente durante 24 h. Finalmente, se añadieron 20 μl de BSTFA + 1% 

TMCS y la reacción se mantuvo durante 60 min a 70ºC. Una vez finalizada esta, se 

añadieron 5 μl de pentadecanoato de metilo (10 ppm) utilizado como estándar interno y 

la muestra se centrifugó de nuevo a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 min para 

precipitar cualquier posible resto que pudiera interferir en el análisis. Se recogieron 50 

μl de sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml y esta muestra se inyectó en 

el GC/MS (Figura MM_15).  

2.3.3. Análisis cromatográfico 

Las condiciones experimentales del cromatógrafo de gases y del espectrómetro de 

masas para el análisis metabolómico 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 60ºC, seguido de una rampa de 

5ºC/min hasta alcanzar 285 ºC, temperatura que se mantuvo durante 2 min completando 

así un ciclo cromatográfico de 47 min. La inyección de la muestra (1μl) se realizó 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 290ºC respectivamente. La 
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adquisición se realizó en modo SCAN con un voltaje de impacto electrónico de 70 eV, 

la temperatura de la fuente de iones fue de 230ºC y se escaneó un rango de masas entre 

50-600 u a una relación de 0,99 scan/s. (Tabla MM_03). 

 

Figura MM_15. Comparativa de los protocolos de preparación de la muestra para el análisis 

metabolómico completo de plasma y de ácidos grasos en plasma. 

2.4. Análisis metabolómico de ácidos grasos en plasma 
2.4.1. Reactivos 

Todos los reactivos utilizados para el análisis metabolómico de ácidos grasos en plasma, 

cloruro de acetilo, el estándar interno (pentadecanoato de metilo), metanol y hexano 

fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. El agua miliQ ultrapura utilizada fue producida por 

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

2.4.2. Reacción de transesterificación 

El proceso de preparación de la muestra para llevar a cabo el análisis metabolómico de 

ácidos grasos consiste en una reacción de transesterificación que se realizó siguiendo el 

método descrito por Lepage y Roy [187] con pequeñas modificaciones. Para cada sesión 

de trabajo se preparó solución stock de reactivos nueva. Esta solución stock incluye 1,7 

ml de metanol, 100 μl de cloruro de acetilo y 100 μl de una disolución de 100 ppm de 

estándar interno. Brevemente, 50 μl de plasma se combinaron con 1.9 ml de solución de 

stock en un eppendorf de rosca de 2 ml que fue calentado a 100 ºC durante 60 min en un 

termobloque (Thermomixer comfort, Eppendorf). Posteriormente se dejó enfriar a 

temperatura ambiente durante 5 min, se añadieron 0,75 ml de hexano y se vortesearon 

enérgicamente durante 30 s. Este proceso de extracción fue repetido en dos ocasiones. 
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Tras cada una de ellas se recogió 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 

atmósfera de nitrógeno. El residuo seco obtenido, se redisolvió con 60 μl de hexano 

quedando listo para su análisis (Figura MM_15). 

 

Figura MM_16. Resumen esquemático del protocolo empleado para la identificación de metabolitos.  

2.4.3. Análisis cromatográfico 

El equipo y la columna cromatográfica utilizados para el análisis de ácidos grasos en 

plasma fue el mismo que el descrito en el apartado 2.2.3. El programa de temperaturas 

utilizado en un análisis cromatográfico debe establecerse en función 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 130ºC seguido de una rampa de 4ºC/min hasta alcanzar 

178ºC, después una rampa más suave de 1ºC/min hasta alcanzar 225ºC y finalmente una 

rampa de 40ºC/min hasta alcanzar 245ºC, temperatura que se mantiene durante 13 min 

completándose así un ciclo cromatográfico de 45 min. La inyección de la muestra (1 μl) 

se realizó en modo split con una relación de 7,5:1. Se utilizó helio como gas portador a 

un flujo de 2.7 ml/min. La temperatura del inyector y de la interfase fueron 230 y 300ºC 

respectivamente. La adquisición se realizó en modo SCAN con un voltaje de impacto 
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electrónico de 70 eV, la temperatura de la fuente de iones fue de 230ºC y se escaneó un 

rango de masas entre 50-600 u a una relación de 0,99 scan/s. 

 
 
 
 

Tabla MM_03. Resumen de las condiciones experimentales utilizadas en el cromatógrafo de gases y en 

el espectrómetro de masas para el análisis cualitativo y cuantitativo de metabolitos en plasma. 

 

2.5. Identificación de metabolitos 
Independientemente del tipo de análisis metabolómico realizado, el manejo de los 

cromatogramas obtenidos de cada muestra inyectada en el equipo se realizó utilizando 

el programa ChemStation (Agilent Technologies) y la identificación de los diferentes 

metabolitos se llevó a cabo por comparación directa de los espectros de masas de cada 

uno de ellos con los espectros de masas contenidos en la librería NIST 2.0 (National 

Institute of Standards and Technology) (Figura MM_17). 

Inicialmente, se llevó a cabo un análisis cualitativo para la identificación de metabolitos 

por búsqueda directa en librería 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 información total de la muestra a analizar. Una vez obtenidos estos cromatogramas, 

los espectros de masas de cada uno de los picos cromatográficos fueron comparados con 

los espectros de masas contenidos en la librería espectral NIST 2.0. Se consideraron 

como identificados todos aquellos metabolitos cuya puntuación de identificación fuese 

Comparativa reactivos Metaboloma completo Ácidos grasos

CG 6890N

Temperatura de inyección 250ºC 250ºC 260ºC

Volumen de inyección 1 μl 1 μl 1 μl

Modo de inyección 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 280ºC 280ºC 280ºC

Temperatura del horno 60ºC, 5ºC/min hasta 285ºC,     

2 min

60ºC, 5ºC/min hasta 

285ºC,     2 min

130ºC 1min, 4ºC/min hasta 

178ºC, 1ºC/min hasta 225ºC, 

40ºC/min hasta 245ºC, 13 min

MSD 5975c

Modo de adquisición Scan (50-600 u) Scan (50-600 u) Scan (50-600 u)

Relación scans 0.99 scans/s 0.99 scans/s 0.99 scans/s

Signal data rate 20 Hz 20 Hz 20 Hz

Energía de impacto 70 eV 70 eV 70 eV

Temp. Interfase 290ºC 290ºC 300ºC

Temp. cuadrupolo 150ºC 150ºC 150ºC

Temp. de la fuente 230ºC 230ºC 230ºC

Retraso de fase móvil 4.90 min 4.90 min 0 min
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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 llevó a cabo la comparación entre los perfiles cromatográficos de 

ambos grupos. Para ello, se utilizaron las áreas bajo la curva normalizadas de cada pico 

cromatográfico empleando el pentadecanoato de metilo como estándar interno. El 

posterior análisis estadístico de las áreas normalizadas para cada metabolito identificado 

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

 

Figura MM_17. Representación del proceso de identificación de metabolitos mediante el programa 

ChemStation (Agilent Technologies). (A) Selección de las condiciones experimentales que se van a 
aplicar en cada método. (B) Módulo de análisis de datos en el cual se puede activar el motor de búsqueda 

de metabolitos en la base espectral NIST 2.0. (C) Resultados obtenidos en la base espectral NIST 2.0 para 

el metabolito elegido. (D) Módulo de información del metabolitos identificados. 

2.6. Validación de resultados 
Para llevar a cabo la validación de los metabolitos cuyas concentraciones se encontraron 

significativamente variadas se eligió un nuevo grupo de muestras de 15 pacientes con 

SCASEST y 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. Validación de resultados mediante GC/MS 
 Las muestras empleadas durante el proceso de validación fueron derivatizadas según el 

protocolo descrito previamente en el apartado 2.2.2. de Material y Métodos. 

Brevemente, a 50 μl de plasma se añadieron 50 μl de acetonitrilo. La mezcla se vorteseó 

enérgicamente durante 30 s, se centrifugó a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 

min y 75 μl del sobrenadante se transfirieron a un tubo eppendorf de 1,5 ml que se llevó 

a sequedad calentando a 70ºC la muestra en un termobloque (Thermomixer comfort, 

Eppendorf) durante 1 h. La muestras se derivatizaron añadiendo 40 μl de hidrocloruro 

de metoxiamina (24 h, temperatura ambiente) y 20 μl de BSTFA + 1% TMCS (60 min a 

70ºC). La muestra se centrifugó de nuevo a 12000xg (5810R, Eppendorf) durante 10 

min y se recogieron 50 μl de sobrenadante. Esta muestra se inyectó en el GC/MS 

(Figura MM_15). 

De manera análoga, las condiciones experimentales del cromatógrafo de gases y del 

espectrómetro de masas 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 60ºC, seguido de una rampa de 5ºC/min hasta alcanzar 285 ºC, 

temperatura que se mantuvo durante 2 min completando así un ciclo cromatográfico de 

47 min. La inyección de la muestra (1 μl) se realizó 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 290ºC respectivamente. La adquisición se realizó en modo 

SCAN con un voltaje de impacto electrónico de 70 eV, la temperatura de la fuente de 

iones fue de 230ºC y se escaneó un rango de masas entre 50-600 u a una relación de 

0,99 scan/s (Tabla MM_03). 
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Resultados 
 

Duda siempre de ti mismo, hasta que los datos no dejen lugar a dudas 

Louis Pasteur 

 

 

1. Análisis proteómico de plasma deplecionado en pacientes con 
SCASEST vs controles sanos 
1.1. Depleción de las proteínas mayoritarias del plasma 

El primer paso para realizar el análisis proteómico del plasma consistió en aumentar la 

proporción de las proteínas menos abundantes que forman parte del conjunto de 

proteínas 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 proteínas más abundantes del plasma. Al igual 

que ocurría con la columna MARS Hu-6, en cada ciclo cromatográfico se obtienen dos 

fracciones diferentes. La primera fracción de proteínas minoritarias, eluidas en un 

tampón fosfato de pH neutro (tampón A), contiene el conjunto de proteínas sobre el cual 

se realizará el estudio. La segunda fracción, eluida en un tampón con urea y pH ácido 

(tampón B), contiene las proteínas mayoritarias del plasma (el 94% del contenido 

proteico total) que fueron retenidas en la columna. Esta fracción se guardó a -80ºC para 

su posible estudio en el futuro. Cada muestra de pacientes con SCASEST, pacientes con 

SCACEST y controles sanos se deplecionó de proteínas mayoritarias realizando cuatro 

inyecciones sucesivas, cada una de la cuales contenía 20 l de plasma diluidos en 

proporción 1:3 con 60 l de tampón A. En todos los casos las primeras fracciones se 

combinaron para cada muestra y así obtener la cantidad de proteína requerida en los 

experimentos posteriores (Figura R_01). Finalmente, antes de llevar a cabo la 
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cuantificación por el método Bradford [174] y el isoelectroenfoque se realizó un cambio 

de tampón a las muestras utilizando tubos concentradores que eliminó el tampón A ya 

que es incompatible por su alto contenido en sales, pasando las muestras a un tampón 

con bicarbonato amónico (AMBIC 65 mM). 

 

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

1.2. Electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE)  
Para realizar el estudio de expresión diferencial de proteínas en plasma de pacientes con 

SCASEST frente a controles sanos se llevó a cabo un análisis de 2D-DIGE que incluía 

siete pacientes con SCASEST y siete controles sanos. El diseño experimental del 

estudio está detallado en la Tabla R_01. Según este diseño, 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 imágenes digitalizadas, 14 

correspondientes a las muestras incluidas en el estudio y 7 a controles internos. Con el 

módulo de análisis diferencial en gel (DIA, Differential In-gel Analysis) del programa 

“DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare) versión 7.0, se realizó la co-

detección de los puntos en cada gel y se llevó a cabo su emparejamiento con el resto de 

los geles y la normalización. 
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1.2.1. Análisis Multivariante 
Una vez importadas las imágenes de todos los geles al módulo DIA se detectaron 1293 

manchas proteicas presentes en todos los geles del estudio. Se realizó una selección de 

datos para quedarnos únicamente con aquellas manchas proteicas cuya expresión 

diferencial fuese estadísticamente significativa. Para lo cual se llevó a cabo un análisis 

estadístico mediante una t-Student (p≤0.05) y se establecieron dos criterios de excusión: 

las manchas proteicas debían estar presentes en el 90% de los mapas proteicos, y el ratio 

medio debía ser igual o superior a ±1.5. Con estos criterios se obtuvieron 14 manchas 

proteicas diferenciales. 

 
Tabla R_01. Diseño experimental del análisis 2D-DIGE (n=7) de pacientes con SCASEST frente a 

controles sanos. 

1.2.2. Análisis de Componentes Principales (ACP) 

En la Figura R_02 se muestran los resultados obtenidos tras el análisis de componentes 

principales (ACP) del conjunto de datos filtrado (21 muestras y 14 manchas proteicas 

con alteraciones estadísticamente significativas en sus niveles de expresión). En el 

gráfico de puntuación (izquierda) podemos observar que dos muestras, un control y un 

paciente, no estaban correctamente clasificadas según la primera componente principal 

(PC1) lo que supone que estábamos incluyendo en el análisis dos muestras con perfiles 

de expresión atípicos 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 anómalos. Con 

este nuevo conjunto de datos, se realizó un nuevo análisis estadístico mediante una t-

Replicados Controles Pacientes

1 C1 P2

2 C7 P16 Cy2 estándar

3 C11 P17 Cy3

4 C16 P21 Cy5

5 C17 P23

6 C18 P28

7 C20 P29

GEL Cy2 estándar Cy3 Cy5

1 Pool C17 P2

2 Pool C18 P16

3 Pool C20 P17

4 Pool P21 C1

5 Pool P23 C7

6 Pool P28 C11

7 Pool P29 C16
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Student (p≤0.05) y siguiendo los criterios de exclusión anteriormente explicados. En 

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

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

gráfico de puntuación 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 análisis ACP (Figura R_03). 

 
Figura R_02. Resultados del análisis de componentes principales calculados tomando como variables las 

14 manchas proteicas. En el gráfico de puntuación (izquierda) aparecen representadas las muestras. El 

gráfico de contribución (derecha) muestra la distribución de las manchas proteicas. 

 
Figura R_03. Resultados del análisis de componentes principales calculados tomando como variables las 

47 manchas proteicas. En el gráfico de puntuación (izquierda) aparecen representadas las muestras. El 

gráfico de contribución (derecha) muestra la distribución de las manchas proteicas. 
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1.2.3. Análisis jerárquico 
El análisis jerárquico de los resultados obtenidos en el análisis 2D-DIGE de plasma 

deplecionado de pacientes con SCASEST frente a controles sanos se realizó por 

duplicado. En el primer caso seleccionamos la distancia Euclídea como medida de la 

similitud (Figura R_04A), para ver los grupos que se formaban  según los valores 

absolutos de expresión y en el segundo caso seleccionamos el coeficiente de Pearson 

(Figura R_04B), para ver si había diferencias al clasificar según las tendencias de 

expresión. En ambos casos podemos observar un buen de agrupación en las muestras 

(como ocurría en el ACP) y también en las manchas proteicas, con una distribución muy 

similar en ambos casos. En el análisis que utiliza la distancia Euclídea para estimar la 

similitud (Figura R_04A), el dendrograma se observa una correcta clasificación de los 

grupos experimentales: los controles (verde) se sitúan a la derecha del panel, y el 

segundo grupo (rojo) que se sitúa 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 prácticamente los mismos que en el caso anterior. En cuanto a las 

manchas proteicas, podemos observar que aparecen dos grupos aparentemente más 

homogéneos (o más uniformes entre sí) respecto a los grupos obtenidos mediante 

clasificación euclídea pero agrupando igualmente 13 manchas proteicas 

estadísticamente aumentadas en el grupo de pacientes con SCASEST y 34 manchas 

proteicas disminuidas en el mismo grupo. 
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Figura R_04. Diagramas de calor obtenidos tras la clasificación jerárquica de los datos. El dendrograma 

horizontal muestra la clasificación de las muestras, mientras que el dendrograma vertical corresponde a 

las manchas proteicas. (A) Similaridad estimada mediante la distancia Euclídea. (B) Similaridad estimada 

mediante el coeficiente de Pearson. 
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1.2.4. Análisis de grupos de K-medias 
Con el módulo de análisis de variación biológica (BVA, Biological Variation Analysis) 

del programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare) versión 7.0, 

se llevó a cabo un análisis de grupos de k-medias. El programa encontró en nuestro 

conjunto de datos nueve grupos en las que repartió las 47 manchas proteicas según sus 

patrones de expresión como se puede observar en la Figura R_05. Los grupos 1, 7, 8 y 9 

incluyeron manchas proteicas con perfiles de expresión 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 incluía 9 manchas 

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

expresión menos homogéneos. 
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Figura R_05. Resultados de la clasificación de k-medias. El programa encontró nueve grupos (arriba, el 

cuadro de categorías muestra sus valores “q” y el número de manchas incluidas en cada una) en las que 
repartió las 47 manchas proteicas según sus patrones de expresión. Los gráficos correspondientes a cada 

grupo aparecen numerados.  

1.2.5. Identificación de las proteínas diferencialmente expresadas 

De las 47 manchas proteicas diferencialmente expresadas que se obtuvieron del análisis 

estadístico, 13 estaban aumentadas en el grupo de pacientes con SCASEST y 34 estaban 

disminuidas. Para su identificación, se prepararon geles bidimensionales de 24 cm al 

10% de acrilamida empleando tiras IPG pH 4-7 que se tiñeron con plata y se 

compararon los patrones de proteínas que fueron recortadas de los geles para su 

posterior digestión con tripsina y análisis mediante espectrometría de masas mediante 

MALDI-TOF. En aquellos casos en los que se identificó la proteína queratina, esta fue 

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

considerada como proteína que estuviese alterada como consecuencia de la enfermedad 

en estudio. 
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Figura R_06. Imagen del gel máster del experimento 2D-DIGE mostrando las 47 manchas proteicas 

diferenciales y el nombre de las proteínas que fueron identificadas. 

El análisis por espectrometría de masas de los diferentes digeridos enzimáticos de las 

manchas proteicas permitió la identificación de 34 de ellas que correspondieron a 23 

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

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

proteínas identificadas cuyas características detalladas se incluyen en la Tabla R_02. 

Las proteínas cuya expresión estaba aumentada en pacientes con SCASEST fueron las 

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

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

fibronectina y alfa-2 macroglobulina.  
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Tabla R_02. Lista de proteínas identificadas en el experimento 2D-DIGE de pacientes con SCASEST 

frente a controles sanos. La tabla incluye el número identificativo de cada proteína, su nombre, su número 

de acceso en Uniprot, punto isoeléctrico (PI) teórico y experimental, masa molecular (MW) teórica y 

experimental y puntuación obtenida en MASCOT (Prot score). También se indican su variación entre el 

grupo de pacientes y el grupo control (Ratio P/C) y su función. 

Por su parte las proteínas que se encontraron disminuidas en los pacientes con 

SCASEST fueron: complemento factor H, inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada 

H4, fibrinógeno gamma, ceruloplasmina, proteína de unión a vitamina D, hemopexina, 

proteína relacionada con el complemento factor H, carboxipeptidasa N cadena 

catalítica, alfa-2-glicoproteína rica en leucina, kininógeno-1, complemento C1r, 

apolipoproteína E, ficolina-3, antitrombina III, apolipoproteína A-I, proteína de unión a 

retinol-4 y apolipoproteína A-IV. Cabe destacar la existencia de siete proteínas, inter 

alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4, ceruloplasmina, complemento factor H, 

complemento C1r, alfa-1-antiquimiotripsina, kininógeno-1 y apolipoproteína A-IV cuya 

expresión se encontraba alterada en más de una isoforma. Además encontramos cuatro 

Nº mancha Proteína Número de acceso
Mascot 

score
Ratio P/C

MW teórico 

(Da)
PI teórico

MW exp 

(Da)
PI exp Función

189 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 143 1,68 103357.43 6,51 65501 4,98 Inflamación

193 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 91 1,76 103357.43 6,51 65295 5,01 Inflamación

198 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 81 1,51 103357.43 6,51 65226 5,03 Inflamación

209 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 169 1,71 103357.43 6,51 65158 5,12 Inflamación

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 5,76 60663 5,38 Inflamación

615a Alfa-1-antiquimotripsina AACT_HUMAN 104 3,16 47650.87 5,33 55105 4,94 Inflamación

615b Kininógeno-1 KNG1_HUMAN 450 3,16 69896.70 6,23 55105 4,94 Inflamación

629 Antitrombina-III ANT3_PONAB 150 2,86 49039.14 5,95 54556 5,27 Coagulación

731 ITI cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN 165 -1,81 103357.43 6,51 51674 5,50 Inflamación

578a Beta-Ala-His dipeptidasa CNDP1_HUMAN 431 1,53 56692.06 5,14 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 Inflamación

813 Fibrinógeno gamma FIBG_HUMAN 182 -2,21 48483.03 5,24 49821 5,07 Coagulación

909a Ceruloplasmina CERU_HUMAN 173 -2,63 122205.19 5,44 45841 5,09 Transporte

909b Apolipoproteina A-IV APOA4_HUMAN 121 -2,63 45399.06 5,28 45841 5,09 Transporte

885 Proteína de unión a vitamina D VTDB_HUMAN 163 -1,88 52963.65 5,4 47522 5,17 Transporte

973 Hemopexina HEMO_HUMAN 140 -2,37 51676.37 6,55 44297 5,42 Transporte

968 Proteína relacionada con el complemento factor H FHR1_HUMAN 188 -3,19 35738.20 7,1 44400 5,56 Inflamación

955 Carboxipeptidasa N cadena catalítica CBPN_HUMAN 228 -1,58 50034.39 6,88 44743 6,19 Peptidasa

942 Alfa-2-glicoproteína rica en leucina A2GL_HUMAN 143 -2,01 34346.41 5,66 45326 4,47 Desconocida

1035 Kininógeno-1 KNG1_HUMAN 79 -1,71 69896.70 6,23 40969 4,53 Inflamación

1093 Heparina cofactor 2 HEP2_HUMAN 103 -1,51 54960.02 6,26 36234 4,64 Coagulación

1106 Complemento C1r C1R_HUMAN 105 -1,75 78213.16 5,76 35445 5,13 Inflamación

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-III ANT3_HUMAN 138 -2,08 49039.14 5,95 21652 5,18 Coagulación

1247 Apolipoproteina A-I APOA1_HUMAN 101 -2,68 28078.62 5,27 23333 5,48 Transporte

1276 Proteína de unión a retinol-4 RET4_HUMAN 80 -1,52 21071.60 5,27 17844 5,61 Transporte

1295 Kininógeno-1 KNG1_HUMAN 142 -2,37 69896.70 6,23 13452 4,68 Inflamación

1305 Kininógeno-1 KNG1_HUMAN 143 -2,37 69896.70 6,23 11016 4,82 Inflamación

1322 Apolipoproteina A-IV APOA4_HUMAN 204 -2,97 45399.06 5,28 7173 4,74 Transporte

598a Fibronectina FINC_HUMAN 185 1,66 259562.86 5,4 55654 5,98 Inflamación

598b Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMAN 174 1,66 160809.88 5,98 55654 5,98 Coagulación
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proteínas, inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4, ceruloplasmina, kininógeno-1 

y complemento C1r que se caracterizaban por presentar tanto isoformas aumentadas 

como disminuidas en pacientes con SCASEST. 

1.2.6. Clasificación funcional de las proteínas 

Las 23 proteínas identificadas se clasificaron según su función en seis categorías 

funcionales como refleja la Figura R_07: 

1. Transporte: ceruloplasmina, apolipoproteína A-IV, proteína enlazante de 

vitamina D, apolipoproteína E, apolipoproteína A-I, proteína de unión a retinol-4 

y hemopexina. 

2. Inflamación y respuesta inmune: vitronectina, ficolina 3, inter alfa tripsina 

inhibidor cadena pesada H4, complemento C1r, alfa-1-antiquimotripsina, 

kininógeno-1, proteína 1 relacionada con el complemento factor H, 

complemento factor H y fibronectina. 

3. Coagulación: antitrombina III, fibrinógeno gamma, heparina cofactor 2, alfa-2-

macrogobulina. 

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

5. Desconocida: Alfa-2-glicoproteína rica en leucina. 

 
 

 
 
Figura R_07. Clasificación de las 23 proteínas identificadas según su funcionalidad. 
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La clasificación de las 23 proteínas en los diferentes grupos funcionales (transporte, 

inmunidad e inflamación, coagulación, proteasas y desconocida) se realizó a partir de 

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

glicoproteína rica en leucina, esta base de datos no contenía información acerca de su 

función biológica. Adicionalmente a su clasificación funcional, la Tabla R_03 recoge 

una breve descripción de la función biológica indicada en la base de datos Uniprot para 

cada una de estas proteínas. 

 

Tabla R_03. Breve descripción de la función biológica de cada una de las proteínas diferencialmente 

expresadas en el experimento 2D-DIGE.  

Proteína Función Biológica

Ceruloplasmina
Glicoproteína transportadora de cobre en la sangre. Está además implicada en el transporte de 

hierro a través de la membrana celular

Complemento factor H
Cofactor en la inactivación de C3b por el factor I. También aumenta la velocidad de disociación del 

complejo C3-convertasa y el complejo C5 convertasa en la vía alternativa del complemento

Complemento C1r subcomponente
Serin proteasa que se combina con C1q y C1s para formar C1, el primer componente de la vía 

clásica del sistema del complemento

Alfa-1-antiquimotripsina

Pertenece al grupo de proteínas de fase aguda presentando niveles plasmáticos elevados en 

plasma en respuesta a procesos de inflamación. Su función principal se basa en controlar la 

actividad de las serinproteasas 

Kininogeno-1
Inhibidor de tiol proteasas, juega un papel importante en la coagulación de la sangre. Inhibe la 

trombina y la plasmina inducida por agregación de trombocitos

Antitrombina-III Serina más importante en la regulación de la cascada de la coagulación sanguínea

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina de la 

cadena pesada H4
Función fisiológica poco conocida. Puede estar implicada en las reacciones de fase aguda

Beta-Ala-His dipeptidasa Participa en la hidrólisis de diversos dipéptidos

Vitronectina
Proteína relacionada con la adhesión y motilidad celular. Es reconocida por miembros de la familia 

de las integrinas y sirve como una molécula de adhesión célula-sustrato 

Fibrinogeno gamma Productor de monómeros que polimerizan en fibrina y cofactor en la agregación plaquetaria

Proteína de unión a vitamina D

Proteína multifuncional encontrada en plasma, fluido ascítico, fluido cerebroespinal, orina y en la 

superficie de muchos tipos de células. En el plasma, transporta a la vitamina D e impide la 

polimerización de la actina mediante la unión de sus monómeros

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

circulación

Proteína relacionada con el complemento 

factor H

Podría estar involucrada en la regulación del complemento. Se puede asociar con las lipoproteínas 

y puede desempeñar un papel en el metabolismo lipídico

Carboxipeptidasa N cadena catalítica
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 circulación

Alfa-2-glicoproteína rica en leucina Desconocida

Heparina cofactor 2 Inhibidor de trombina activada por los glucosaminoglicanos. También inhibe la quimotripsina.

Apolipoproteina E Media la internalización y el catabolismo de las partículas de lipoproteínas

Ficolina-3 Posible función en la inmunidad innata a través de la activación de la vía del complemento lectina

Apolipoproteina A-I Participa en el transporte inverso de colesterol de los tejidos al hígado para su excreción

Proteína de unión a retinol

Transporta retinol desde las reservas hepáticas a los tejidos periféricos. En el plasma, el complejo 

RBP-retinol interactúa con transtiretina impidiendo su pérdida por filtración a través de los 

glomérulos renales

Apolipoproteina A-IV 
Componente importante de HDL y los quilomicrones. Puede tener un papel en la secreción de 

VLDL y los quilomicrones y su catabolismo

Fibronectina 

Enlaza las superficies celulares y varios compuestos, incluyendo colágeno, fibrina, heparina, el 

ADN, y actina. Las fibronectinas están implicadas en la adhesión celular, la motilidad celular, 

opsonización, la curación de heridas, y el mantenimiento de la forma celular

Alfa-2-macroglobulina Inhibidor de proteasas por un mecanismo de captura y escisión 
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1.2.7. Validación de los resultados mediante inmunodetección 
Para confirmar los datos obtenidos mediante electroforesis bidimensional diferencial de 

pacientes con SCASEST y controles sanos se empleó la técnica de inmunodetección. 

Para ello, se utilizó un grupo independiente de muestras tanto de pacientes con 

SCASEST como de controles sanos. Las proteínas validadas fueron: 

 Inmunodetección unidimensional: antitrombina III. 

 Inmunodetección bidimensional: hemopexina, apolipoproteína E, fibrinógeno 

gamma, alfa-1-antiquimiotropsina y apolipoproteína A-I. 
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Figura R_08. Resultados de las inmunodetecciones en gel para confirmar alguno de los resultados 

obtenidos en el análisis 2D-DIGE. La inmunodetección unidimensional para la antitrombina III mostró 

bandas más 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 más intensas en los pacientes con SCASEST que en los controles sanos. En las 

inmunodetecciones para la hemopexina, apolipoproteína E, fibrinógeno gamma y apolipoproteína AI se 
detectaron manchas más intensas en los controles sanos que en pacientes con SCASEST. UA: unidades 

arbitrarias de absorción. 

La antitrombina III se validó mediante inmunodetección unidimensional. El análisis de 

intensidad de las bandas mostró un aumento estadísticamente significativo en su 
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expresión en los pacientes con SCASEST frente a los controles sanos con un valor de 

significación p=0.036 (Figura R_08). En la inmunodetección bidimensional de la alfa-1-

antiquimiotripsina se observaron varias isoformas de la proteína. Las dos isoformas que 

habían sido encontradas diferencialmente expresadas en el experimento 2D-DIGE 

estaban también aumentadas en pacientes con SCASEST en la inmunodetección. 

Además la magnitud de la variación de expresión observada en la validación fue acorde 

con el valor obtenido en el experimento 2D-DIGE (2.47). 
La proteínas apolipoproteína E y hemopexina fueron validadas mediante 

inmunodetección bidimensional y en ambos casos la inmunodetección confirmó los 

resultados obtenidos en el 2D-DIGE (-1.80 y -2.37, respectivamente) con disminuciones 

en la expresión de ambas proteínas en el grupos de pacientes con SCASEST frente al 

grupo control. En la proteína fibrinógeno gamma se encontraron en la inmunodetección 

varias isoformas, de las cuales la isoforma encontrada diferencialmente disminuida en el 

experimento 2D-DIGE (-1.58) presentó también unos niveles de expresión disminuidos 

en el grupo de pacientes con SCASEST confirmando los resultados experimentales 

obtenidos previamente. Lo mismo ocurrió con la apolipoproteína AI en la que se 

encontraron mediante inmunodetección bidimensional cuatro isoformas, de las cuales, 

la que se encontró diferencialmente disminuida en el experimento 2D-DIGE (-2.68) 

presentó niveles de expresión disminuidos en pacientes con SCASEST.  

1.2.8. Validación de los resultados mediante SRM 

Para la comprobación mediante monitorización por reacción seleccionada (SRM) de 

algunos de los resultados obtenidos en el análisis 2D-DIGE, se utilizó otro grupo 

independiente de muestras de 15 pacientes con SCASEST y 15 controles sanos. 

Mediante el programa MRM pilot (AB Sciex), se realizó una digestión tríptica de las 

proteínas y una fragmentación teórica de los péptidos trípticos. Las mejores parejas ión 

precursor/ión producto fueron seleccionadas en cada caso para generar la lista de las 

transiciones teóricas que posteriormente fueron utilizadas para realizar un experimento 

MIDAS (MRM-initiated detection and sequencing). Los métodos de adquisición 

MIDAS permiten obtener espectros de fragmentación de los iones que generan señales 

intensas en modo SRM. Los espectros MS/MS así obtenidos se utilizaron para 

confirmar que el ión precursor seleccionado se correspondía con las secuencias de los 

péptidos que se pretendían monitorizar. 
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Tabla R_04. Lista de proteínas monitorizadas para la comprobación 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 proteína, 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 contenía todas las proteínas, se realizó una digestión 

siguiendo los pasos descritos anteriormente y se analizó en el espectrómetro de masas 

4000 QTRAP (AB Sciex) a través del método de adquisición MIDAS, el cual contenía 

transiciones teóricas de las proteínas de interés. Las transiciones fueron seleccionadas 

cuando los tres picos coeluyentes (que correspondían a las tres transiciones del mismo 

péptido) tenían una señal 5 veces más intensa que el ruido del experimento y los 

espectros de MS/MS se correspondían con el espectro teórico del péptido. 

Posteriormente, se comprobó que estas secuencias correspondían a péptidos 

proteotípicos. Se monitorizaron un total de tres transiciones SRM por péptido para cada 

muestra individual y dos péptidos por proteína. 

En la Figura R_09 se muestran los resultados del análisis estadístico realizado a los 

valores obtenidos en el análisis SRM de varias proteínas diferencialmente expresadas en 

el experimento 2D DIGE. Se recogen en esta figura ejemplos de una transición para 

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

T1 T2 T3

APOE_1 LGPLVEQGR 484,78 588,31 701,39 855,47

APOE_2 AATVGSLAGQPLQER 749,40 827,44 898,47 1155,61

A2MG_1 FEVQVTVPK 523,80 671,41 770,48 899,52

A2MG_2 NEDSLVFVQTDK 697,84 836,45 1036,57 1151,59

ITIH4_1 LGVYELLLK 524,33 778,47 877,54 934,56

ITIH4_2 ITFELVYEELLK 748,92 893,50 1006,58 1135,62

APOA1_1 DYVSQFEGSALGK 700,84 808,42 936,48 1023,51

APOA1_2 VSFLSALEEYTK 693,86 853,43 940,46 1053,55

APOA4_1 ALVQQMEQLR 608,33 804,40 932,46 1031,53

APOA4_2 SELTQQLNALFQDK 817,92 835,43 948,51 1076,57

HEMO_1 NFPSPVDAAFR 610,81 775,41 862,44 959,49

HEMO_2 EWFWDLATGTMK 742,85 1022,50 1169,57 1355,65

VTDB_1 HLSLLTTLSNR 627,86 804,46 917,54 1004,50

VTDB_2 VPTADLEDVLPLAEDITNILSK 789,43 1032,56 1053,55 1313,73

CERU_1 GAYPLSIEPIGVR 686,39 870,50 983,59 1080,64

CERU_2 EVGPTNADPVC[CAM]LAK 735,87 802,41 873,45 987,49

VTNC_1 FEDGVLDPDYPR 711,83 875,43 974,49 1031,52

VTNC_2 DVWGIEGPIDAAFTR 823,91 890,47 947,49 1076,54

FIBG_1 YEASILTHDSSIR 746,38 815,40 1030,48 1199,64

FIBG_2 YLQEIYNSNNQK 757,37 867,40 980,48 1109,52

AACT_1 ITLLSALVETR 608,37 688,40 775,43 888,51

AACT_2 LYGSEAFATDFQDSAAAK 946,44 1053,48 1124,52 1271,59

FINC_1 IYLYTLNDNAR 678,35 803,40 966,46 1079,55

FINC_2 SYTITGLQPGTDYK 772,39 921,47 978,49 1079,54

KNG1_1 QVVAGLNFR 502,29 606,34 677,37 776,44

KNG1_2 YFIDFVAR 515,77 492,29 720,40 867,47
Kininógeno 1 KNG1_HUMAN

Fibrinógeno gamma FIBG_HUMAN

Alfa-1-antiquimiotripsina AACT_HUMAN

Fibronectina FINC_HUMAN

Apolipoproteína A-I APOA1_HUMAN

Apolipoproteína A-IV APOA4_HUMAN

Hemopexina HEMO_HUMAN

Proteína de unión a vitamina D VTDB_HUMAN

Ceruloplasmina CERU_HUMAN

Vitronectina VTNC_HUMAN

Apolipoproteína E APOE_HUMAN

Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMAN

Inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN

Q3 (ión fragmento)
Proteína Código de acceso Péptido Secuencia Q1 (carga)
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Figura R_09. Validación mediante SRM de algunas de las proteínas diferencialmente expresadas en el 

experimento 2D-DIGE. Para cada proteína se muestra el cromatograma de una transición para cada uno 

de los dos péptidos proteotípicos seleccionados junto con la representación gráfica de los resultados de las 
cuantificaciones mediante SRM y el “valor p” obtenido en el análisis estadístico mediante t-Student para 

dicha transición. 

 



Resultados 

 

118 
 

Las proteínas ceruloplasmina (p<0.001 y p<0.001), inter alfa tripsina inhibidor cadena 

pesada H4 (p=0.019 y p=0.021), apolipoproteína E (p=0.0087 y p=0.0147), proteína de 

unión a vitamina D (p=0.0208 y p=0.0237) y kininógeno-1 (p=0.0007 y p=0.0163), 

mostraron diferencias estadísticamente significativas en ambos péptidos tras realizar el 

análisis estadístico mediante t-Student.  

Las proteínas hemopexina (p=0.0277 y p=0.0591) y apolipoproteína A-IV (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 

mostró diferencias significativas (p=0.0591) estaba muy cerca de la significación 

estadística, pero al validarse por inmunodetección (Figura R_08) se aceptó su 

validación por SRM. 

2. Análisis proteómico de plasma ecualizado en pacientes con 
SCASEST vs controles sanos 
2.1. Ecualización de las proteínas mayoritarias del plasma 

En este caso se empleó la tecnología ProteoMiner (BioRad), la cual permite la 

ecualización de las proteínas presentes en una muestra mediante la unión selectiva de 

las proteínas a sus hexapéptidos específicos, consiguiéndose la disminución del rango 

dinámico de concentración y permitiendo enriquecer la muestra de las proteínas menos 

abundantes. Nuestro objetivo era comprobar si se obtenía una mejora tanto en la 

metodología como en los resultados obtenidos con respecto a la columnas MARS Hu-

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

 

Figura R_10. La unión selectiva de las proteínas a los hexapéptidos específicos permite disminuir el 

rango dinámico de concentración permitiendo enriquecer la muestra de las proteínas menos abundantes. 
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2.2. Electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE)  
Para llevar a cabo el estudio de expresión diferencial de proteínas en plasma ecualizado 

con la tecnología ProteoMiner en pacientes con SCASEST frente a controles sanos se 

llevó a cabo un análisis de 2D-DIGE que incluía cinco pacientes con SCASEST y cinco 

controles sanos. El diseño experimental de este estudio está detallado en la Tabla R_05. 

Según este diseño, 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 

imágenes digitalizadas, 10 correspondientes a las muestras incluidas en el estudio y 5 a 

controles internos. Con el módulo de análisis diferencial en gel (DIA, Differential In-gel 

Analysis) del programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthcare) 

versión 7.0, se realizó la co-detección de los puntos en cada gel y se llevó a cabo su 

emparejamiento con el resto de los geles y la normalización. 

 
Tabla R_05. Diseño experimental del análisis 2D-DIGE (n=5) de plasma ecualizado en pacientes con 

SCASEST frente a controles sanos. 

2.2.1. Análisis Multivariante 

Una vez importadas las imágenes de todos los geles al módulo DIA se detectaron 1682 

manchas proteicas presentes en todos los geles del estudio. Se realizó una selección de 

datos para quedarnos únicamente con aquellas manchas proteicas cuya expresión 

diferencial fuese estadísticamente significativa. Para ello se realizó un análisis 

estadístico mediante una t-Student (p≤0.05) y se establecieron dos criterios de 

exclusión: las manchas proteicas debían estar presentes en el 90% de los mapas 

proteicos, y el ratio medio debía ser igual o superior a ±1.5. Con estos criterios se 

obtuvieron 21 manchas proteicas diferenciales. 

Replicados Controles Pacientes

1 C5 P1

2 C7 P15 Cy2 estándar

3 C16 P17 Cy3

4 C17 P20 Cy5

5 C20 P21

GEL Cy2 estándar Cy3 Cy5

1 Pool P21 C5

2 Pool P20 C7

3 Pool P17 C16

4 Pool C17 P1

5 Pool C20 P15
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2.2.2. Análisis de Componentes Principales (ACP) 
La Figura R_11 muestra los resultados obtenidos tras el análisis de componentes 

principales (ACP) del conjunto de datos utilizado (15 muestras y 21 manchas proteicas 

con alteraciones estadísticamente significativas en sus niveles de expresión). En el 

gráfico de puntuación (izquierda) podemos observar que existe una correcta separación 

de los dos grupos objeto del estudio según la primera componente principal (PC1). 

 

Figura R_11. Resultados del análisis de componentes principales calculados tomando como variables las 

21 manchas proteicas. En el gráfico de puntuación (izquierda) aparecen representadas las muestras. El 

gráfico de contribución (derecha) muestra la distribución de las manchas proteicas. 

2.2.3. Análisis jerárquico 

En este caso, en el análisis que utiliza la distancia euclídea para estimar la similitud 

(Figura R_12A), se observa una correcta clasificación de los grupos experimentales: los 

controles (violeta) se sitúan a la derecha del panel, y los pacientes (rojo) se sitúan a la 

izquierda del panel. El 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 

que son prácticamente los mismos que en el caso anterior y en cuanto a las manchas 

proteicas, podemos observar que aparecen dos grupos más homogéneos entre sí 

agrupando 9 y 13 manchas proteicas cada uno. 
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Figura R_12. Diagramas de calor obtenidos tras la clasificación jerárquica de los datos. El dendrograma 

horizontal muestra la clasificación de las muestras, mientras que el dendrograma vertical corresponde a 

las manchas proteicas. (A) Similaridad estimada mediante la distancia Euclídea. (B) Similaridad estimada 
mediante el coeficiente de Pearson. 
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2.2.4. Análisis de grupos de K-medias 
En este caso el módulo de análisis de variación biológica (BVA) encontró en nuestro 

conjunto de datos cuatro categorías en las que repartió las 21 manchas proteicas según 

sus patrones de expresión (Figura R_13). En los cuatro grupos se observaron perfiles de 

expresión 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 incluían 7 y 10 manchas proteicas con perfiles de expresión 

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

 

Figura R_13. Resultados de la clasificación de k-medias. El programa encontró cuatro categorías (arriba, 

el cuadro de categorías muestra sus valores “q” y el número de manchas incluidas en cada una) en las que 
repartió las 21 manchas proteicas según sus patrones de expresión.  

 

2.2.5. Identificación de las proteínas diferencialmente expresadas 

De las 21 manchas proteicas diferencialmente expresadas que se obtuvieron del análisis 

estadístico, 12 estaban aumentadas en el grupo de pacientes con SCASEST y 9 estaban 

disminuidas. Para la identificación de las manchas proteicas se prepararon geles 

bidimensionales de 24 cm al 10% acrilamida, empleando tiras IPG pH 4-7, que se 

tiñeron con plata y se compararon los patrones de proteínas que fueron recortadas de los 

geles para su posterior digestión con tripsina y análisis por espectrometría de masas 
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mediante MALDI-TOF. En aquellos casos en los que se identificó la proteína queratina, 

esta fue considerada como contaminación debido a las manipulaciones de la muestra y 

no fue considerada como proteína que estuviese alterada como consecuencia de la 

enfermedad en estudio. 

El análisis por espectrometría de masas de los diferentes digeridos enzimáticos de las 

manchas proteicas permitió la identificación de 12 de ellas que correspondieron a 11 

proteínas diferentes de las cuales 4 estaban aumentadas en pacientes con SCASEST. La 

Figura R_14 muestra el gel máster del experimento 2D-DIGE con los nombres de las 

proteínas identificadas cuyas características detalladas se incluyen en la Tabla R_06. 

 

Figura R_14. Imagen del gel máster del experimento 2D-DIGE de plasma ecualizado mostrando las 21 

manchas proteicas diferenciales y el nombre de las 11 proteínas que fueron identificadas. 
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Tabla R_06. Lista de proteínas identificadas en el experimento 2D-DIGE de plasma ecualizado en 

pacientes con SCASEST frente a controles sanos. La tabla incluye el número identificativo de cada 

proteína, su nombre, su número de acceso en Uniprot, punto isoeléctrico (PI) teórico y experimental, 

masa molecular (MW) teórica y experimental y puntuación obtenida en MASCOT (Prot score). También 

se indican su variación entre el grupo de pacientes y el grupo control (Ratio P/C) y su función.  

2.2.6. Clasificación funcional de las proteínas 

Las 11 proteínas identificadas se clasificaron según su función en cuatro categorías 

funcionales como refleja la Figura R_15: 

1. Coagulación: fibrinógeno gamma y factor XIII de coagulación cadena B.  

2. Inflamación y respuesta inmune: complemento C4-A, complemento C4-B, 

proteína de unión a C4b cadena alfa, región C de la IgM y lecitina serina 

proteasa 2 de unión a manano.  

3. Metabolismo lipídico: proproteína convertasa subtilisin/kexin tipo 9 y clusterina. 

4. Otras: actina citoplasmática 2 y proteína 3 con dominio EH. 

 

Figura R_15. Clasificación de las 11 proteínas identificadas según su funcionalidad. 

Nº de 

mancha
Proteína Nº de acceso

Mascot 

score
Ratio P/C

MW 

teórico 

PI 

teórico

MW exp 

(Da)
PI exp Función

808 Fibrinógeno gamma FIBG_HUMAN 339 1,52 48483.03 5,24 49566 5,34 Coagulación

1106 Actina citoplasmica 2 ACTG_HUMAN 170 2,29 41792.84  5.31 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 coagulación cadena B F13B_HUMAN 240 -2,32 73206.80 5.94 66116 5,38 Coagulación

528 Proteina de unión a C4b cadena alfa C4BPA_HUMAN 275 -2,42 61670.65 6.24 61370 5,4 Inmunidad

484 Región C de la IgM IGHM_HUMAN 76 1,73 49306.59 6.35 64449 5,39 Inmunidad

760 Proteína 3 con dominio EH EHD3_HUMAN 113 -2,18 60887.13 6.11 52595 5,49 Coagulación

693 Proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9 PCSK9_HUMAN 112 -1,68 57290.75  6.39 55292 5,47 Metabolismo lipídico

1658 Lecitina serina proteasa 2 de unión a manano MASP2_HUMAN 226 1,54 74160.39  5.34 14466 5,34 Inmunidad

1660 Lecitina serina proteasa 2 de unión a manano MASP2_HUMAN 165 1,67 74160.39  5.34 13982 5,34 Inmunidad

1664 Lecitina serina proteasa 2 de unión a manano MASP2_HUMAN 208 1,61 74160.39  5.34 13542 5,34 Inmunidad
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La clasificación de las 11 proteínas identificadas en los diferentes grupos funcionales 

(coagulación, inflamación y respuesta inmune, metabolismo lipídico y otras) se realizó a 

partir de datos obtenidos de la base de datos Uniprot. La Tabla R_07 recoge una breve 

descripción de la función biológica indicada en esta base de datos para cada una de estas 

proteínas. 

 

Tabla R_07. Breve descripción de la función biológica de cada una de las proteínas diferencialmente 

expresadas en el experimento 2D-DIGE de plasma ecualizado. 

2.2.7. Validación de los resultados mediante inmunodetección 
Para confirmar los datos obtenidos mediante electroforesis bidimensional diferencial se 

empleó la técnica de inmunodetección. Para ello, se utilizó un grupo independiente de 

muestras tanto de pacientes con SCASEST como de controles sanos. Las proteínas 

validadas fueron: 

 Inmunodetección unidimensional: Complemento C4 y factor XIII de 

coagulación cadena B. 

 Inmunodetección bidimensional: clusterina. 

El complemento C4 y el factor XIII de coagulación cadena B se validaron mediante 

inmunodetección unidimensional. El análisis de intensidad de las bandas mostró, en 

ambos casos, un descenso estadísticamente significativo en su expresión en los 

pacientes con SCASEST frente a los controles sanos con un valor de significación 

Proteina Función Biológica

Fibrinógeno gamma Productor de monómeros que polimerizan en fibrina y cofactor en la agregación plaquetaria

Actina citoplasmica 2
Proteína implicada en diversos tipos de motilidad celular que se expresa de forma ubicua en todas 

las células eucariotas

Complemento C4-A

Derivado de la degradación proteolítica del complemento C4, el complemento C4-A es un mediador 

del proceso inflamatorio local. Induce la contracción del músculo liso, aumenta la permeabilidad 

vascular y provoca la liberación de histamina de mastocitos y basófilos leucocitos.

Complemento C4-B

Derivado de la degradación proteolítica del complemento C4, el complemento C4-B es un mediador 

del proceso inflamatorio local. Induce la contracción del músculo liso, aumenta la permeabilidad 

vascular y provoca la liberación de histamina de mastocitos y basófilos leucocitos.

Clusterina Evita el estrés inducido por la agregación de las proteínas del plasma de la sangre

Factor XIII de coagulación cadena B
La cadena B del factor XIII no es catalíticamente activo, pero se cree que estabiliza las 

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

Proteina de unión a C4b cadena alfa

Controla la vía clásica de activación 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 degradación del complejo C4bC2a (C3-convertasa) para disociar el fragmento C2a del 

complemento. 

Resión C de la IgM

Los anticuerpos IgM juegan un papel importante en los mecanismos de defensa primarios. Están 

involucrados en el reconocimiento temprano de los invasores externos así como en el 

reconocimiento y la eliminación de las lesiones precancerosas y cancerosas

Proteína 3 con dominio EH Juega un papel en el transporte endocítica

Proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 

9

Podría estar implicada en la diferenciación de las neuronas corticales y también desempeñar un 

papel en la homeostasis del colesterol

Lecitina serina proteasa 2 de unión a 

manano

Proteasa sérica que juega un papel importante en la activación del sistema del complemento a 

través de la manosa-lectina. Después por auto-catalísis se escinde en C2 y C4, que conduce a su 

activación y a la formación de C3 convertasa.
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p=0.035 y p=0.024 respectivamente (Figura R_16). En la inmunodetección 

bidimensional de la clusterina se observaron varias isoformas de la proteína. La 

isoforma que había sido encontrada diferencialmente expresada en el experimento 2D-

DIGE estaba también disminuida en pacientes con SCASEST en la inmunodetección. 

Además la magnitud de la variación de expresión observada en la validación fue acorde 

con el valor obtenido en el experimento 2D-DIGE (-3.70). 

 

Figura R_16. Resultados de las inmunodetecciones en gel para confirmar los resultados obtenidos en el 

análisis 2D-DIGE. Las inmunodetecciones unidimensionales para el complemento C4 y el Factor XIII de 

coagulación mostraron bandas más intensas en los controles sanos que en los pacientes con SCASEST. 

Para la clusterina, la isoforma diferencialmente alterada en el experimento 2D-DIGE se encontró también 
más intensa en los controles sanos que en los pacientes con SCASEST. UA: unidades arbitrarias de 

absorción. 
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2.2.8. Validación de los resultados mediante SRM 

Para la validación mediante monitorización por reacción seleccionada (SRM) de los 

resultados obtenidos en el análisis 2D-DIGE de plasma ecualizado, se utilizó un grupo 

independiente de muestras de 15 pacientes con SCASEST y 15 controles sanos. El 

procedimiento seguido para la validación fue el mismo que se describió con detalle en 

el apartado 1.2.8 de Resultados.  

 
Tabla R_08. Lista de proteínas monitorizadas para la validación 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 proteína 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 proteínas 

lecitina serina proteasa 2 de unión a manano y proproteína convertasa subtilisina/kexina tipo 9 sólo se 

pudo monitorizar un péptido. 

En la Figura R_17 se muestran los resultados del análisis estadístico realizado a los 

valores obtenidos en el análisis SRM de varias proteínas diferencialmente expresadas en 

el experimento 2D DIGE. Se recogen en esta figura ejemplos de una transición para 

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

Las proteínas factor XIII de coagulación (p=0.038 y p=0.0023) y clusterina (p=0.045 y 

p=0.029), mostraron diferencias estadísticamente significativas en ambos péptidos tras 

realizar el análisis estadístico mediante t-Student confirmando la disminución en la 

expresión de ambas proteínas obtenida en el experimento 2D-DIGE. Estas dos proteínas 

fueron también validadas mediante inmunodetección (Figura R_16). 

La proteína región C de la IgM mostró diferencias estadísticamente significativas en 

uno de los dos péptidos monitorizados, estando el valor p para el péptido que no mostró 

diferencias significativas muy cerca de la significación estadística (p=0.028 y 

p=0.0557). Por su parte, en el caso de  la proteína lecitina serina proteasa 2 de unión a 

manano, sólo fue posible monitorizar un péptido, mostrando este diferencias 

estadísticamente significativas (p=0.002).  

T1 T2 T3

F13B_1 C[CAM]IEGQEK 432,19 276,15 461,24 703,36

F13B_2 VAC[CAM]EEPPFIENGAANLHSK 695,00 797,43 1040,51 1300,66

IGHM_1 QIQVSWLR 515,29 561,31 660,38 788,44

IGHM_2 NVPLPVIAELPPK 693,92 341,22 963,59 1173,72

MASP2_1 WTLTAPPGYR 581,30 589,31 660,35 761,39

MASP2_2 *

CLUS_1 ASSIIDELFQDR 697,35 807,40 922,43 1035,51

CLUS_2 VTTVASHTSDSDVPSGVTEVVVK 772,06 830,50 917,53 1014,58

C4BPA_1 LSLEIEQLELQR 735,91 786,45 915,49 1028,57

C4BPA_2 FSAIC[CAM]QGDGTWSPR 791,35 875,40 1003,46 1163,49

FIBG_1 YEASILTHDSSIR 746,38 815,40 1030,48 1199,64

FIBG_2 YLQEIYNSNNQK 757,37 867,40 980,48 1109,52

PCSK9_1 AGVVLVTAAGNFR 637,86 493,25 564,29 736,37

PCSK9_2 *

Lecitina serina proteasa 2 de unión a manano MASP2_HUMAN

Clusterina CLUS_HUMAN

Q3 (ión fragmento)

Factor XIII de coagulación cadena B F13B_HUMAN

Región C de la Ig M IGHM_HUMAN

Proteína Código de acceso Péptido Secuencia Q1 (carga)

Proproteína convertasa subtilisina/kexina tipo 9 PCSK9_HUMAN

Cadena alfa del complemento C4B C4BPA_HUMAN

Fibrinógeno gamma FIBG_HUMAN
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Figura R_17. Validación mediante SRM de algunas de las proteínas diferencialmente expresadas en el 

experimento 2D-DIGE. Para cada proteína se muestra el cromatograma de una transición para cada uno 

de los dos péptidos proteotípicos seleccionados junto con la representación gráfica de los resultados de las 

cuantificaciones mediante SRM y el “valor p” obtenido en el análisis estadístico mediante t-Student para 

dicha transición. En el caso de  la proteína lecitina serina proteasa 2 de unión a manano, sólo fue posible 

monitorizar un péptido. 

3. Análisis proteómico de plasma en pacientes con SCACEST vs 
controles sanos 

Para completar el estudio proteómico de plasma, realizamos un experimento 2D-DIGE 

en individuos con SCACEST con el objetivo de descubrir si existía un perfil de 

proteínas 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 extensión de necrosis tisular 

provocaban la existencia de un perfil proteómico característico. 
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3.1. Depleción de las proteínas mayoritarias del plasma 

De manera análoga a proceso realizado para la depleción de las proteínas mayoritarias 

del plasma en el análisis proteómico en pacientes con SCASEST, se utilizó la columna 

de afinidad Multiple Affinity Removal Column (Agilent Technologies). Se juntaron las 

fracciones minoritarias de cada muestra y se realizó un cambio de tampón a bicarbonato 

amónico (AMBIC 65 mM) utilizando tubos concentradores para eliminar el tampón A, 

incompatible con el isoelectroenfoque por su alto contenido en sales. Finalmente, las 

muestras fueron cuantificadas por el método Bradford [174] y congeladas a -80ºC hasta 

su uso. 

3.2. Electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE)  
Para llevar a cabo el estudio de expresión diferencial de proteínas en pacientes con 

SCACEST frente a controles sanos se llevó a cabo un análisis de 2D-DIGE que incluía 

cinco pacientes con SCACEST y cinco controles sanos. El diseño experimental de este 

estudio está detallado en la Tabla R_09. Según este diseño, 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 imágenes digitalizadas, 10 correspondientes a las 

muestras incluidas en el estudio y 5 a controles internos. Con el módulo de análisis 

diferencial en gel (DIA, Differential In-gel Analysis) del programa “DeCyder 

Differential Analysis Software” (GE Healthcare) versión 7.0, se realizó la co-detección 

de los puntos en cada gel y se llevó a cabo su emparejamiento con el resto de los geles y 

la normalización. 

3.2.1. Análisis Multivariante 

Una vez importadas las imágenes de todos los geles al módulo DIA se detectaron 1884 

manchas proteicas presentes en todos los geles del estudio. Se realizó una selección de 

datos para quedarnos únicamente con aquellas manchas proteicas cuya expresión 

diferencial fuese estadísticamente significativa. Para ello se realizó un análisis 

estadístico mediante una t-Student (p≤0.05) y se establecieron dos criterios de excusión: 

las manchas proteicas debían estar presentes en el 90% de los mapas proteicos, y el ratio 

medio debía ser igual o superior a ±1.5. Con estos criterios se obtuvieron 24 manchas 

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

3.2.2 Análisis de Componentes Principales (ACP) 

En la Figura R_18 se muestran los resultados obtenidos tras el análisis de componentes 

principales (ACP) del conjunto de datos utilizado (15 muestras y 24 manchas proteicas 

con alteraciones estadísticamente significativas en sus niveles de expresión). En el 

gráfico de puntuación (izquierda) se puede observar como el análisis ACP mostró una 

correcta clasificación de los dos grupos experimentales objeto del estudio según la 

primera componente principal (PC1). 

 

Figura R_18. Resultados del análisis de componentes principales calculados tomando como variables las 

24 manchas proteicas. En el gráfico de puntuación (izquierda) aparecen representadas las muestras. El 
gráfico de contribución (derecha) muestra la distribución de las manchas proteicas. 

 

  

Replicados Controles Pacientes

1 C1 P2

2 C7 P3 Cy2 estándar

3 C16 P5 Cy3

4 C17 P6 Cy5

5 C18 P8

GEL Cy2 estándar Cy3 Cy5

1 Pool C17 P2

2 Pool C18 P3

3 Pool C16 P5

4 Pool P6 C1

5 Pool P8 C7
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3.2.3. Análisis jerárquico 

 

Figura R_19. Diagramas de calor obtenidos tras la clasificación jerárquica de los datos. El dendrograma 

horizontal muestra la clasificación de las muestras, mientras que el dendrograma vertical corresponde a 

las manchas proteicas. (A) Similaridad estimada mediante la distancia Euclídea. (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 análisis que utiliza la distancia euclídea para estimar la similitud (Figura 

R_19A), el dendrograma se observa una peor clasificación de los grupos experimentales 

que en los dos experimentos 2D-DIGE anteriores. El 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 clasificación obtenida mediante distancia euclídea y en cuanto a las manchas 

proteicas, podemos observar que aparecen dos grupos mucho más homogéneos (o más 

uniformes entre sí) que los obtenidos mediante clasificación euclídea agrupando 12 

manchas proteicas cada uno. 

3.2.4. Análisis de grupos de K-medias 
En el estudio de plasma de pacientes con SCACEST el módulo BVA encontró en 

nuestro conjunto de datos siete categorías diferentes en las que repartió las 24 manchas 

proteicas según sus patrones de expresión, como puede verse en la Figura R_20. Los 

grupos 3 y 7 incluían una única mancha proteica mientras que el grupo 2 presentaba 12 

manchas proteicas con perfiles de expresión muy homogéneos (q=83.1) y cuyos niveles 

de expresión se encontraban elevados en los pacientes con SCACEST.  

En los otros cuatro grupos restantes, el módulo BVA clasificó manchas proteicas cuyos 

niveles de expresión se encontraban disminuidos en pacientes con SCACEST y salvo en 

el caso del grupo 1 (q=67.2), las manchas proteicas incluidas en los grupos 4, 5 y 6 

presentaban perfiles de expresión muy homogéneos con valores q muy altos (95.0, 98.9 

y 95.2, respectivamente). 

3.2.5. Identificación de las proteínas diferencialmente expresadas 

De las 24 manchas proteicas diferencialmente expresadas que se obtuvieron del análisis 

estadístico, 13 estaban aumentadas en el grupo de pacientes con SCACEST y 11 

estaban disminuidas. Para la identificación de las manchas proteicas se prepararon geles 

bidimensionales de 24 cm al 10% de acrilamida, empleando tiras IPG pH 4-7, que se 

tiñeron con plata y se compararon los patrones de proteínas que fueron recortadas de los 

geles para su posterior digestión con tripsina y análisis por espectrometría de masas 

mediante MALDI-TOF. 
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Figura R_20. Resultados de la clasificación de k-medias. Los gráficos correspondientes a cada grupo 

aparecen numerados. En cada uno de ellos aparecen representados los perfiles de expresión de las 

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

En aquellos casos en los que se identificó la proteína queratina, esta fue considerada 

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

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

El análisis por espectrometría de masas de los diferentes digeridos enzimáticos de las 
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manchas proteicas permitió la identificación de 18 de ellas que correspondieron a 11 

proteínas diferentes de las cuales 2 estaban aumentadas en pacientes con SCACEST. La 

Figura R_21 muestra el gel máster del experimento 2D-DIGE con los nombres de las 

proteínas identificadas cuyas características detalladas se incluyen en la Tabla R_10. 

 

Tabla R_10. Lista de proteínas identificadas en el experimento 2D-DIGE de plasma deplecionado en 

pacientes con SCACEST frente a controles sanos. PI: punto isoeléctrico; MW: masa molecular; ITI: inter-

alfa-tripsina inhibidor. 

 
Figura R_21. Imagen del gel máster del experimento 2D-DIGE de plasma deplecionado en pacientes con 

SCACEST mostrando las 24 manchas proteicas diferenciales y el nombre de las 11 proteínas que fueron 

identificadas correspondiente a 17 manchas proteicas. 

 

Nº mancha Proteína
Número de 

acceso
Mascot score Ratio P/C

MW teórico 

(Da)
PI teórico

MW exp 

(Da)
PI exp Función

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 Inflamación

567 ITI de la cadena pesada H1 ITIH1_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 5,3 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 Coagulación

1745 Peroxiredoxina-2 PRDX2_HUMAN 131 -4,36 21760.73 5.67 18607 5,3 Anti-apoptosis

1882 Antitrombina-III ANT3_HUMAN 100 -4,23 49039.14 5,95 14232 5,44 Coagulación

1656 Anhidrasa carbónica CAH1_HUMAN 124 -5,02 28739.02 6.63 25844 6,17 Metabolismo
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3.2.6. Clasificación funcional de las proteínas 

Las 11 proteínas identificadas se clasificaron según su función en seis categorías 

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 carbónica.  

2. Inflamación y respuesta inmune: Fibronectina 

3. Coagulación: Beta-2-glicoproteína 1 y antitrombina III. 

4. Transporte: Hemopexina 

5. Otras: Haptoglobina, kallistatina y peroxirredoxina 2. 

6. Desconocida: Alfa-1B-glicoproteína. 

 

Figura R_22. Clasificación de las 11 proteínas identificadas según su funcionalidad. 

 

La clasificación de las 11 proteínas identificadas en los diferentes grupos funcionales 

(metabolismo, inflamación y respuesta inmune, coagulación, transporte, otras y 

desconocida) se realizó a partir de datos obtenidos de la base de datos Uniprot. La Tabla 

R_11 recoge una breve descripción de la función biológica indicada en esta base de 

datos para cada una de estas proteínas. 
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Tabla R_11. Breve descripción de la función biológica de cada una de las proteínas diferencialmente 

expresadas en el experimento 2D-DIGE de plasma deplecionado en pacientes con SCACEST. 

 
3.2.7. Validación de los resultados mediante inmunodetección 

Para confirmar los datos obtenidos mediante electroforesis bidimensional diferencial se 

empleó la técnica de inmunodetección. Para ello, se utilizó un grupo independiente de 

muestras tanto de pacientes con SCACEST como de controles sanos. Las proteínas 

validadas fueron: 

 Inmunodetección unidimensional: Antitrombina III, hemopexina y kallistatina. 

El análisis de intensidad de las bandas para la antitrombina III, hemopexina y 

kallistatina mostró, en los tres casos, un descenso estadísticamente significativo en sus 

niveles de expresión en los pacientes con SCACEST frente a los controles sanos con 

valores de significación 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). 

Proteína Función biológica

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H2

Puede actuar como un portador de ácido hialurónico en el suero o como una proteína de 

unión entre hialuronano y proteína de la matriz, incluyendo aquellas que se unen a las 

superficies celulares de los tejidos para regular la localización, la síntesis y degradación de 

ácido hialurónico que son esenciales para las células sometidas a procesos biológicos.

Fibronectina

Enlaza las superficies celulares y varios compuestos, incluyendo colágeno, fibrina, 

heparina, el ADN, y actina. Las fibronectinas están implicadas en la adhesión celular, la 

motilidad celular, opsonización, la curación de heridas, y el mantenimiento de la forma 

celular

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H1

Puede actuar como un portador de ácido hialurónico en el suero o como una proteína de 

unión entre hialuronano y proteína de la matriz, incluyendo aquellas que se unen a las 

superficies celulares de los tejidos para regular la localización, la síntesis y degradación de 

ácido hialurónico que son esenciales para las células sometidas a procesos biológicos. 

Contiene además un péptido potencial que podría estimular un amplio espectro de células 

fagocíticas.

Haptoglobina

La haptoglobina se combina con la hemoglobina plasmática libre, participa en la prevención 

de pérdida de hierro a través de los riñones y la protección de los riñones de daños 

causados 

​​

por la hemoglobina, al tiempo que la hemoglobina accesibles a las enzimas de 

degradación.

Alfa-1B-glicoproteina No especificada

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

circulación

Kallistatina

Inhibe la actividad quininogenasa de Kalicreína tisular. La inhibición se consigue mediante 

la formación de un complejo equimolecular, calor y SDS-estable entre el inhibidor y la 

enzima, y la generación de un pequeño fragmento C-terminal del inhibidor debido a la 

escisión en el sitio reactivo por calicreína tejido.

Beta-2-glicoproteina 1 (ApoH)

Se liga a diversos tipos de sustancias cargadas negativamente tales como heparina, 

fosfolípidos, y sulfato de dextrano. Puede prevenir la activación de la cascada de 

coagulación de la sangre intrínseca mediante la unión a los fosfolípidos en la superficie de 

las células dañadas.

Peroxiredoxina-2

Implicada en la regulación redox de la célula. Reduce peróxidos con equivalentes 

reductores proporcionados a través del sistema de tiorredoxina. No es capaz de recibir 

electrones de glutaredoxina. Puede desempeñar un papel importante en la eliminación de 

peróxidos generados durante el metabolismo. Puede participar en las cascadas de 

señalización de factores de crecimiento y factor de necrosis tumoral-alfa mediante el control 

de las concentraciones intracelulares de H2O2.

Antitrombina-III Serina más importante en la regulación de la cascada de la coagulación sanguínea

Anhidrasa carbónica Hidratación reversible del dióxido de carbono. Puede hidratos de cianamida a la urea
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Figura R_23. Resultados de las inmunodetecciones en gel para confirmar los resultados obtenidos en el 

análisis 2D-DIGE. Las inmunodetecciones unidimensionales para la antitrombina III, la hemopexina y la 

kallistatina, mostraron en los tres casos bandas más intensas en los controles sanos que en los pacientes 

con SCACEST.  

3.2.8. Validación de los resultados mediante SRM 

Para la validación mediante monitorización por reacción seleccionada (SRM) de 

algunos de los resultados obtenidos en el análisis 2D-DIGE de plasma ecualizado, se 

utilizó un grupo independiente de muestras de 15 pacientes con SCACEST y 15 

controles sanos. El procedimiento seguido para la validación fue el mismo que se 

describió con detalle en el apartado 1.2.8 de Resultados. 
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Tabla R_12. Lista de proteínas monitorizadas para la validación de los resultados obtenidos en el 

experimento 2D-DIGE de pacientes con SCACEST frente a controles sanos. Se seleccionaron 2 péptidos 

para cada proteína 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 análisis estadístico realizado a los 

valores obtenidos en el análisis SRM de varias proteínas diferencialmente expresadas en 

el experimento 2D DIGE. Se recogen en esta figura ejemplos de una transición para 

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

Las proteínas alfa 1B glicoproteína (p=0.0029 y p=0.0139), beta-2 glicoproteína 1 (apo 

H) (p=0.0047 y p=0.0213), peroxirredoxina 2 (p=0.0003 y p=0.0083), antitrombina III 

(p=0.0111 y p=0.0234) y kallistatina (p=0.0058 y p=0.0179), mostraron diferencias 

estadísticamente significativas en ambos péptidos tras realizar el análisis estadístico 

mediante t-Student confirmando en todos los casos la disminución en la expresión de 

estas proteínas en el grupo de pacientes con SCACEST obtenida en el experimento 2D-

DIGE.  

En el caso de las proteínas antitrombina III y kallistatina, los resultados obtenidos en el 

experimento 2D-DIGE fueron validos mediante inmunoafinidad y SRM. 

 

 

 

 

 

 

T1 T2 T3

A1BG_1 GVTFLLR 403,25 401,29 548,36 649,40

A1BG_2 ATWSGAVLAGR 544,79 643,39 730,42 916,50

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

HPT_2 VTSIQDWVQK 602,32 803,40 916,49 1003,52

KAIN_1 LGFTDLFSK 514,27 609,32 710,37 914,46

KAIN_2 IAPANADFAFR 596,80 840,40 911,44 1008,49

ITIH1_1 LDAQASFLPK 545,30 591,35 662,39 861,48

ITIH1_2 EVAFDLEIPK 580,81 599,38 714,40 932,50

PRDX2_1 TDEGIAYSLSR 606,30 696,37 809,45 866,47

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

HEMO_1 NFPSPVDAAFR 610,81 775,41 862,44 959,49

HEMO_2 YYC[CAM]FQGNQFLR 748,34 1009,52 1169,55 1332,62

ITIH2_1 FYNQVSTPLLR 669,36 785,49 913,55 1027,59

ITIH2_2 IQPSGGTNINEALLR 791,93 1157,63 1244,66 1341,71

APOH_1 VC[CAM]PFAGILENGAVR 751,89 928,52 999,56 1243,68

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

Hemopexina HEMO_HUMAN

Inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN

Beta-2-glicoproteína 1 APOH_HUMAN

Kallistatina KAIN_HUMAN

Inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H1 ITIH1_HUMAN

Peroxirredoxina 2 PRDX2_HUMAN

Alfa-1B-glicoproteina A1BG_HUMAN

Antitrombina III ANT3_HUMAN

Haptoglobina HPT_HUMAN

Q3 (ión fragmento)
Proteína Código de acceso Péptido Secuencia Q1 (carga)
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Figura R_24. Validación mediante SRM de algunas de las proteínas diferencialmente expresadas en el 

experimento 2D-DIGE. Para cada proteína se muestra el cromatograma de una transición para cada uno 

de los dos péptidos proteotípicos seleccionados junto con la representación gráfica de los resultados de las 

cuantificaciones mediante SRM y el “valor p” obtenido en el análisis estadístico mediante t-Student para 

dicha transición.  
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4. Análisis metabolómico de plasma en pacientes con SCACEST vs 
controles sanos 

Como se indicó anteriormente en el apartado 2.2.3 de Material y Métodos, el análisis 

metabolómico de plasma, tanto completo como de ácidos grasos, se llevó a cabo 

utilizando un cromatógrafo de gases 6890N (Agilent Technologies) unido a un detector 

de masas de cuadrupolo simple 5975c (Agilent Technologies). Para el análisis de 

plasma completo las condiciones de reacción empleadas fueron las indicadas en el 

método desarrollado por Moritz et al. [186] con pequeñas modificaciones. Sin embargo, 

en la bibliografía es posible encontrar distintos reactivos para la protección de grupos 

carbonilos, así como para llevar a cabo la reacción de derivatización [164, 183-185]. Por 

ello, antes de iniciar el estudio metabolómico del plasma quisimos conocer bajo 

nuestras condiciones experimentales cuales eran los reactivos de protección y de 

derivatización más adecuados para nuestros objetivos. 

4.1. Comparativa de reactivos de protección y derivatización  

Siguiendo las condiciones de reacción 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 protección de grupos carbonilo, el hidrocloruro de hidroxilamina 

(NH2OHHCl) e hidrocloruro de metoxiamina (CH3ONH2HCl) y como reactivos de 

derivatización 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 cromatográficos 

correspondientes a 72 metabolitos diferentes (Figura R_25). El número de metabolitos 

identificados según la combinación del reactivo de protección y de derivatización 

utilizada fueron: 

 NH2OHHCl/BSTFA+1%TMCS: 52 metabolitos. 

 NH2OHHCl/MSTFA+1%TMCS: 59 metabolitos. 

 CH3ONH2HCl/MSTFA+1%TMCS: 60 metabolitos. 

 CH3ONH2HCl/BSTFA+1%TMCS: 69 metabolitos. 
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Tabla R_13. Tabla comparativa de los metabolitos identificados utilizando las diferentes combinaciones 

de reactivo de protección de grupos carbonilo y reactivo de derivatización. Entre las cuatro 

combinaciones posibles, el uso de CH3ONH2HCl y BSTFA+1%TMCS permitió identificar el mayor 

número de metabolitos.  

Metabolito TR (min) NH2OHHCl/BSTFA NH2OHHCl/MSTFA CH3OHHCl/MSTFA CH3OHHCl/BSTFA

Piruvato 5.295 x x

Lactato 5.494 x x x x

Glicolato I 5.733 x x x x

Glicolato II 5.775 x

Valina I 5.914 x x x x

Alanina 6.249 x x x x

Glicina I 6.563 x x

Ácido 2-OH-butírico 6.753 x x x

Oxalato I 6.834 x x x x

Oxalato II 7.026 x x

Ácido 3-OH-propanoico 7.072 x x

Piruvato II 7.258 x

Ácido 3-OH-ibutirico 7.433 x x x

Ácido alfa-OH-valérico 7.558 x x

Leucina I 7.283 x x

Leucina II 7.727 x x x

Ácido 2-ceto-3-metilvalérico 8.390 x x

Ácico 2-ceto-isocáprico 8.692 x x

Valina II 8.755 x x x

Urea I 9.244 x x x x

Ácido metilmalónico 9.387 x x

Urea II 9.533 x x x x

Serina I 9.763 x x x

Ácido octanoico 9.934 x

Leucina III 10.194 x x x

Acetoacetato 10.631 x x x

Treonina I 10.750 x

Isoleucina 10.772 x x

Glicina II 11.051 x x x

Succinato 11.211 x x x

Glicerato 11.906 x x x x

Ácido nonanoico 12.517 x

Serina II 12.716 x x x x

Treonina II 13.482 x x x x

Ácido 3-OH-propanodioico 13.607 x

Ácido glutárico 13.859 x x

Ácido metilglutárico 14.005 x

Ác. 2,4-hidroxibutanoico 14.189 x x x

Ácido decanoico 14.339 x x

Ác. 3,4-dihidroxibutanoico 14.777 x x x

Ác. 2-isopropil-3-ceto-butírico 15.027 x x

Ácido aspártico 15.496 x x x

Eritrosa 15.540 x x

Ácido aminomalónico 15.779 x x x x

Norvalina 16.460 x x

5-Oxo-Prolina I 16.797 x x

5-Oxo-Prolina II 17.032 x x x

4-OH-Prolina 17.348 x x x

Ácido aspártico II 17.460 x x

Fenilalanina 17.567 x x x x

Ácido Treónico 18.184 x x x

Ác. eritrónico + Prolina 18.642 x x

Ácido eritrónico 18.674 x x

Ác. 2-amino-heptanodioico 19.743 x x x

Fenilalanina II 19.906 x x
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Tabla R_13 (cont). Tabla comparativa de los metabolitos identificados utilizando las diferentes 

combinaciones de reactivo de protección de grupos carbonilo y reactivo de derivatización. Entre las 

cuatro combinaciones posibles, el uso de CH3ONH2HCl y BSTFA+1%TMCS permitió identificar el 

mayor número de metabolitos. 

En nuestros experimentos encontramos que el número de metabolitos identificados 

variaba en función de cuál era la combinación de reactivo de protección y reactivo de 

derivatización utilizada. De hecho, ninguno de las cuatro combinaciones empleadas 

demostró ser suficientemente mejor que las demás, aún cuando la combinación de 

CH3ONH2HCl/BSTFA permitió llevar a cabo el mayor número de identificaciones. 

Igualmente, pudimos comprobar que en un análisis metabolómico completo de plasma 

los azúcares presentes en él (glucosa, fructosa y galactosa preferentemente) debido a su 

alta concentración, producían un importante enmascaramiento de otros metabolitos con 

puntos de ebullición similares. Esto se pudo comprobar gracias a la utilización de 

distintas combinaciones de reactivo de protección y de derivatización puesto que en el 

caso de emplear NH2OHHCl como reactivo de protección de grupos carbonilos, se 

encontraron metabolitos secundarios de azúcares con grupos oxima que no se 

observaban en el caso de emplear CH3ONH2HCl, los cuales enmascaraban metabolitos 

que sí eran identificados cuando se empleaba CH3ONH2HCl para la protección de 

Metabolito TR (min) NH2OHHCl/BSTFA NH2OHHCl/MSTFA CH3OHHCl/MSTFA CH3OHHCl/BSTFA

Ácido dodecanoico 20.463 x x

Lisina 20.879 x

Ácido maleico 21.063 x

Ácido orótico 21.104 x

Ác. trihidroxipentanoico 21.320 x x x

Ácido isovalínico 23.752 x x x x

Ácido tereftálico 24.194 x x x x

Ácido ribónico I 24.285 x x x x

Ácido ribónico II 24.735 x x x x

Fructosa I 25.332 x x x x

Talosa 25.389 x x x

Fructosa II 25.544 x x x x

Fructosa III 27.115 x x x

Glucosa 27.747 x x x x

Ácido cis-9-hexadecanoico 27.892 x

Fructosa oxima I 28.551 x

Fructosa oxima II 28.695 x

Ácido glucónico I 28.939 x

Glucopiranosa 29.784 x x

Glucosa oxima I 29.983 x x

Ácido glucónico II 30.146 x x

Glucosa oxima II 30.196 x x

Ácido palmítico 30.264 x x x x

Galactosa oxima 30.534 x x

Inositol 31.418 x x

Inositol+Mio-inositol 32.031 x x

Ácido úrico 32.285 x x x x

Ác. 6-OH-α-metilnaftalenico 32.754 x x x

Ácido heptanodioico 33.256 x

Ácido linoleico 33.862 x x x x

Ácido oleico 34.012 x x x x

Ácido esteárico 34.596 x x x x

EDTA 39.068 x x x x

Ácido ftálico 39.368 x x

Colesterol 48.020 x x x x
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grupos carbonilo. En el caso de otros metabolitos de diversa naturaleza como el oxalato, 

la urea y especialmente los aminoácidos, se observó que la reacción de derivatización 

daba lugar en muchos casos a dos o tres metabolitos diferentes (ej. Leucina I RT 7.283 

min, Leucina II RT 7.727 min). 

Por tanto, atendiendo a los resultados de nuestro experimento, la utilización de 

NH2OHHCl como reactivo de protección de grupos carbonilos fue descartada por dar 

lugar a un mayor número de productos secundarios respecto al CH3ONH2HCl. Una vez 

elegida el reactivo de protección era necesario elegir cuál sería el reactivo de 

derivatización utilizado. Como puede observarse en la Tabla R_13 cuando se empleó 

CH3ONH2HCl como reactivo de protección, los dos compuestos de derivatización 

utilizados permitieron obtener perfiles de identificación de metabolitos muy similares. 

Utilizando BSTFA se obtuvieron resultados algo mejores ya que permitió la 

identificación de 9 metabolitos que no se observaron empleando MSTFA y además en 

algunos compuestos (ej. Leucina y Treonina) no dio lugar a reactivos secundarios. 

Todo ello nos llevó a elegir los reactivos CH3ONH2HCl y BSTFA+1%TMCS como la 

combinación más adecuada para llevar a cabo el análisis metabolómico del plasma que 

nos permitiese identificar y cuantificar los metabolitos de interés de un modo fiable e 

inequívoco y que evitase, por tanto, la formación de reactivos secundarios. 

 

Figura R_25. Representación gráfica del número total de picos identificados (A) y del número de 

metabolitos diferentes identificados (B) clasificados en cinco grupos de compuestos atendiendo a su 

estructura química y a los grupos funcionales presentes en ellos. 
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4.2. Elección de metabolitos objeto de estudio 

Los 72 metabolitos identificados en el estudio metabolómico completo de plasma 

fueron clasificados en cinco grupos de compuestos diferentes tomando como criterio de 

clasificación su estructura química y los grupos funcionales que poseían (Figura R_25). 

Posteriormente, se evaluó individualmente la necesidad de su estudio teniendo en cuenta 

dos factores; 1) En primer lugar, se valoró la relevancia de cada grupo de compuestos en 

las enfermedades cardiovasculares y más concretamente en el SCA. 2) En segundo 

lugar, se evaluó la capacidad de la cromatografía de gases para su determinación así 

como la posibilidad de que los pasos previos de preparación de la muestra (protección 

de grupos carbonilo y derivatización) permitiese obtener metabolitos derivatizados 

listos para su análisis sin productos secundarios que impidiesen un análisis cualitativo y 

cuantitativo correcto. Teniendo en cuenta ambos factores, se eligieron los ácidos grasos 

como el grupo de compuestos a estudiar de manera individualizada y que 

complementaría el estudio completo de plasma en pacientes con SCASEST frente a 

controles sanos. 

4.3. Análisis metabolómico completo de plasma 

Una vez que se identificó la combinación de CH3ONH2HCl y BSTFA como los 

reactivos de elección para el análisis metabolómico completo del plasma, se llevó a 

cabo el análisis 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 inyección de la muestra se realizó por triplicado y 

el área de cada pico cromatográfico se dividió por el área del estándar interno empleado 

(pentadecanoato de metilo). La media de las tres áreas normalizadas para cada pico 

cromatográfico fue utilizada para el análisis estadístico posterior. 

Se identificaron un total de 69 metabolitos. El ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 

cuyo pico cromatográfico eluyó a 35.408 min no se consideró como un metabolito de 

interés ya que provenía del conservante contenido en los tubos empleados (BD 

Microtainer). Análogamente a lo que se había observado durante la puesta a punto de 

la metodología, con la combinación de reactivos de derivatización utilizada, 

CH3ONH2HCl y BSTFA, no se obtuvieron subproductos de los monosacáridos. Lo que 

sí se encontró fue que cinco aminoácidos (leucina, isoleucina, serina, treonina y ácido 

aspártico) no se habían 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 análisis estadístico posterior en el caso de estos cinco aminoácidos se sumaron 

las áreas normalizadas de los picos correspondientes al metabolito libre y al 

derivatizado con objeto de hacer un análisis cuantitativo real. 

 

Tabla R_14. Lista de todos los metabolitos identificados. Se incluye el tiempo de retención (RT) y el 

número de pico correspondiente en la Figura R_26. EDTA: ácido etilendiaminotetraacético; IS: estándar 

interno.  

En la Figura R_26 se muestra un cromatograma representativo obtenido al inyectar 1 µl 

de plasma derivatizado en el equipo GC/MS. Para una mejor observación de los 

diferentes picos identificados, el cromatograma se muestra en dos partes. La primera 

parte incluye todos los picos cromatográficos eluidos entre los minutos 5 y 23.5. La 

segunda parte incluye los picos cromatográficos eluidos entre los minutos 23.5 y 47. Se 

muestra además una ampliación de la región comprendida entre los minutos 13 y 23.5. 

La numeración presente en cada uno de los picos cromatográficos identificados 

corresponde a los metabolitos recogidos en la Tabla R_14. 

Metabolito RT (min) Pico Metabolito RT (min) Pico

Piruvato 6,241 (1) Ácido 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) Ácido ribónico 23,530 (40)

Alanina 7,371 (5) Pentadecanoato de metilo (IS) 24,129 (41)

Ácido 2-OH-butírico 7,969 (6) Citrato 24,533 (42)

Ácido oxálico 8,287 (7) Tetradecanoico 24,589 (43)

Leucina (COOH) 8,531 (8) D-Fructosa 25,832 (44)

Ácido 3-OH-butírico 8,734 (9) D-Glucosa 26,349 (45)

Ácido alfa-OH-valerico 8,859 (10) D-Galactosa 26,617 (46)

Isoleucina (COOH) 9,009 (11) N-acetil glucosamina 26,761 (47)

Ácido 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) Ácido glucónico 28,214 (50)

Leucina (COO-SiMe3) 11,537 (15) Ácido palmítico 28,353 (51)

Treonina (COOH) 12,101 (16) Inositol 29,532 (52)

Glicina 12,340 (17) Ácido heptadecanoico 30,089 (53)

Ácido succínico 12,525 (18) Ácido 6-OH-3-metilnaftalenoacético 30,386 (54)

Glicerato 13,166 (19) Ácido linoleico 31,228 (55)

Ácido 2,3-dihidroxibutanoico 13,766 (20) Ácido oleico 31,342 (56)

Serina (COO-SiMe3) 13,869 (21) Ácido cis-vaccenico 31,441 (57)

Treonina (COO-SiMe3) 14,577 (22) Ácido esteárico 31,834 (58)

Ácido aspartico (COOH) 14,739 (23) Acenaftileno 33,110 (59)

Homocisteina 15,240 (24) 2-Octadecatrienoilglicerol 33,815 (60)

Ácido 3,4-dihidroxibutanoico 15,714 (25) Terbutilina 34,756 (61)

Ácido aspártico (COO-SiMe3) 16,321 (26) Ácido araquídico 35,000 (62)

Ácido aminomalónico 16,547 (27) EDTA 35,408 (63)

Ácido málico 17,083 (28) 6-Octadecanoato-α-D-glucopiranósido 35,775 (64)

Ácido 2-OH-benzoico 17,292 (29) Ribofuranosa 36,651 (65)

5-oxo-prolina 17,602 (30) Disacárido derivado de glucosa 40,411 (66)

Fenilalanina 18,019 (31) D-turanosa 40,773 (67)

Ácido treónico 18,564 (32) Colesterol 44,777 (68)

Ácido eritrónico 18,995 (33) 2-Octadecatrienoilglicerol II 45,705 (69)

Cistationina 19,169 (34) 1-Monolinoleoilglicerol 45,846 (70)

Ácido 4-OH-fenilacético 20,225 (35)

Ác. tetrahidroxipentanoico-1,4-lactona 20,343 (36)
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Figura R_26. Cromatograma representativo del análisis metabolómico de plasma completo mediante 

GC/MS. En el cromatograma superior se pueden observar los metabolitos identificados entre los minutos 

5 y 23.5, mostrándose además una ampliación de la región comprendida entre los minutos 13 y 23.5. En 

el cromatograma inferior se pueden observar los metabolitos identificados entre los minutos 23.5 y 47. La 

numeración presente en cada uno de los picos cromatográficos 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 explicó detalladamente en el apartado 4.1 de la Introducción, el estudio de la 

huella dactilar metabolómica (metabolomic fingerprinting) constituye el primer paso 

que puede realizarse cuando se lleva a cabo el estudio metabolómico de una muestra. 

Para ello, se llevó a cabo una comparativa directa de los cromatogramas individuales de 

ambos grupos, pacientes con SCASEST y controles sanos, que permitió identificar 7 

metabolitos (alanina, serina, treonina, glicina, ácido 2-ceto-3-metilvalérico, ácido 2-OH-

benzoico y ácido palmítico) cuyos picos cromatográficos eran de diferente altura entre 

ambos grupos. Como ejemplo, en la Figura R_27 se muestra una ampliación de dos 

cromatogramas de pacientes con SCASEST y controles sanos para la fracción de 

treonina sin derivatizar (treonina (COOH)), glicina y ácido 2-OH-benzoico. 

 

Figura R_27. Ampliación de dos cromatogramas de plasma de pacientes con SCASEST y controles 

sanos. A la izquierda puede observarse la diferencia de área en los picos cromatográficos 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 área en el 

pico cromatográfico del ácido 2-OH-benzoico (17.292 min), ausente en el grupo de controles sanos. 
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4.3.2. Análisis estadístico multivariante 

Utilizando los programas estadísticos SPSS v15.0 y XLSTAT 2011, se realizaron un 

análisis de componentes principales (ACP) y un análisis de agrupamiento jerárquico de 

los datos del área normalizada frente al estándar interno (pentadecanoato de metilo) para 

los 7 picos cromatográficos seleccionados mediante huella dactilar en el grupo de 

pacientes con SCASEST y controles sanos. 

 

Figura R_28. Resultados del análisis de componentes principales. En el gráfico de observaciones 

(izquierda) aparecen representadas las muestras de controles sanos (azul) y pacientes con SCASEST 

(rojo). El gráfico de variables (derecha) muestra la distribución de los 7 metabolitos seleccionados. 

 

En el gráfico de observaciones (izquierda) de la Figura R_28, se puede observar la 

buena separación entre los dos grupos experimentales que proporcionó el análisis 

estadístico de los datos utilizando exclusivamente los datos de áreas normalizadas de los 

7 metabolitos seleccionados mediante huella dactilar. En el gráfico de variables 

(derecha) se muestra la aportación de los diferentes metabolitos a la clasificación de las 

muestras en controles o pacientes SCASEST. Los metabolitos alanina, serina, treonina, 

glicina y ácido 2-ceto-3-metilvalérico se encontraban significativamente disminuidos en 

pacientes SCASEST mientras que los metabolitos ácido 2-OH-benzoico y ácido 

palmítico se encontraban significativamente elevados. 
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Figura R_29. Resultados del análisis de agrupamiento jerárquico. El análisis de disimilitud utilizando el 

método de Ward muestra una distancia entre componentes del mismo grupo muy pequeña (<0.002), así 

como una buena clasificación de las diferentes muestras en cada grupo experimental 

El análisis de agrupamiento jerárquico (Figura R_29) mostró una muy buena 

clasificación de ambos grupos experimentales en el estudio de similitud en el que se 

empleó un coeficiente de correlación de Pearson y el enlace medio como método de 

aglomeración y una buena clasificación en el estudio de disimilitud utilizando el método 

de Ward y la distancia euclídea, con una distancia entre componentes de un mismo 

grupo muy pequeña (<0.02). Estos datos muestran que la elección de esos 7 metabolitos 

constituye un buen perfil para una correcta clasificación de individuos aleatorios como 

pacientes con SCASEST o controles sanos.  

4.4. Análisis estadístico multivariante de plasma completo 

Una vez completado el estudio de los 7 metabolitos identificados mediante huella 

dactilar, se llevó a cabo el análisis estadístico multivariante del conjunto de 69 

metabolitos que fueron identificados en las muestras de plasma de pacientes con 

SCASEST y controles sanos (Tabla R_14). 

En el análisis de componentes principales, se obtuvo una buena separación entre los 

grupos de pacientes con SCASEST y controles sanos tal y como se puede ver en el 

gráfico de observaciones de la Figura R_30 con una mayor dispersión en el grupo 

control (azul) que en los pacientes con SCASEST (rojo). Estableciendo una 

comparación con el gráfico 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 diversificación de los puntos al incluir todos los 
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metabolitos a estudiar aunque se mantiene una buena distinción entre grupos 

experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R_30. Resultados del 
análisis de componentes 

principales. El gráfico de 

observaciones muestra una buena 

separación de los grupos de 

estudio; controles sanos (azul) y 

pacientes con SCASEST (rojo). 
 

En la Figura R_31 se muestra el gráfico de variables donde se puede observar la 

diferente distribución de los metabolitos identificados. En los dos cuadrantes de la 

derecha se concentran los metabolitos que más influyen en la clasificación 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 más influyen en la 

clasificación de los controles sanos, es decir metabolitos que se encuentran disminuidos 

en los pacientes con SCASEST. El análisis estadístico empleando una t-Student al 

conjunto de áreas normalizadas de cada pico cromatográfico con respecto al estándar 

interno en el grupo de controles sanos y de pacientes SCASEST dio como resultado la 

existencia de 15 metabolitos (alanina, ácido 2-ceto-3-metilvalérico, serina, leucina, 

treonina, glicina, ácido 2-OH-benzoico, ácido palmítico, ácido linoleico, ácido cis-

vaccenico, lactato, ácido alfa-OH-valérico, citrato, 5-oxo-prolina y ácido esteárico) 

cuyas área de pico normalizadas presentaban variaciones estadísticamente significativa 

entre ambos grupos. De ellos, 8 metabolitos (ácido 2-OH-benzoico, ácido palmítico, 

citrato, ácido cis-vaccenico, lactato, ácido alfa-OH-valérico, 5-oxo-prolina y ácido 

esteárico) se encontraron elevados en el grupo de pacientes SCASEST y 7 metabolitos 

(alanina, ácido 2-ceto-3-metilvalérico, serina, leucina, treonina, glicina y ácido 
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linoleico) presentaban una disminución estadísticamente significativa en el mismo 

grupo (Tabla R_15). 

 
Figura R_31. Resultados del análisis de componentes principales para el análisis completo de plasma. El 

gráfico de contribución muestra la distribución de los 69 metabolitos identificados. 

 

Tabla R_15. El análisis t-Student reveló la existencia de 7 metabolitos significativamente disminuidos en 

pacientes con SCASEST (izquierda) y 8 metabolitos significativamente aumentados (derecha). En el caso 

de los aminoácidos se sumaron las áreas normalizadas de las fracciones libres (ej. Serina (COOH)) y 

derivatizada (ej. Serina (COO-SiMe3)) para su análisis estadístico. 
 

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

el análisis previo mediante huella dactilar (alanina, serina, treonina, glicina, ácido 2-

Metabolito t
Sig. 

(bilateral)
Metabolito t

Sig. 

(bilateral)

Alanina 5,890 <0,001 Ácido 2-OH-benzoico -11,570 <0,001

Treonina 5,727 <0,001 Citrato -5,667 <0,001

Serina 5,163 <0,001 Ácido palmítico -3,660 0,002

Glicina 5,040 <0,001 Ácido cis-vaccenico -3,140 0,009

Ácido 2-ceto-3-metilvalérico 3,805 0,002 Ácido alfa-OH-Valérico -2,868 0,010

Leucina 2,719 0,014 Ácido esteárico -2,809 0,012

Ácido linoléico 2,708 0,014 Lactato -2,623 0,017

5-oxo-prolina -2,111 0,049
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ceto-3-metilvalérico, ácido 2-OH-benzoico y ácido palmítico) también lo estaban en el 

análisis metabolómico completo del plasma.  

 

Figura R_32. Resultados del análisis de agrupamiento jerárquico. El análisis 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 análisis de agrupamiento jerárquico en el caso del estudio metabolómico de los 69 

metabolitos (Figura R_32) mostró una peor clasificación de ambos grupos 

experimentales tanto en el estudio de disimilitud (derecha) como en el estudio de 

similitud (izquierda) que en el caso del análisis 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 clasificación de las muestras en los dos grupos experimentales es peor lo que 

de nuevo pone de manifiesto la diferencia altamente significativa en los perfiles 

plasmáticos 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 descripción de la función biológica referida en la 

base de datos metabolómica humana (Human metabolomic database, HMDB) para cada 

uno de los 15 metabolitos que se encontraron alterados en el análisis metabolómicos 

completo de plasma en pacientes con SCASEST frente a controles sanos. 
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Tabla R_16. Breve descripción de la función biológica de los metabolitos que se encontraron alterados 
en pacientes con SCASEST frente a los controles sanos. 

  

Metabolito Función biológica

Alanina Aminoácido no esencial que presenta altas concentraciones en el músculo y cuya funciona principal es el aporte

de energíal. Actúa como regulador en el metabolismo de la glucosa. Los niveles sanguíneos de alanina se regulan

paralelamente a los niveles de azúcar 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 aminoácido importante para la

reproducción de linfocitos y la inmunidad. 

Treonina Aminoácido 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 glándula del timo. Probablemente también

puede promover la función de las células de defensa inmunitaria.

Serina La serina y los productos de su metabolismo han sido reconocidos no sólo por ser esenciales para la proliferación

celular, sino también para las funciones específicas en el sistema nervioso central. Los resultados de los niveles

alterados de la serina y la glicina en pacientes con trastornos psiquiátricos y las anormalidades severas

neurológicas en pacientes con defectos de la síntesis de L-serina da relieve la importancia de la L-serina en el

desarrollo y función del cerebro.

Glicina La función principal de la glicina es como un precursor de las proteínas. También es un bloque de construcción

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 ionotrópicos, causando un potencial postsináptico inhibidor.

Ácido 2-ceto-3-metilvalérico 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-cetoácidos de

cadena ramificada lo que impide metabolizar los aminoácidos leucina, isoleucina y valina, lo cual lleva a una

acumulación de estos químicos en la sangre

Leucina Junto con la valina e isoleucina constituyen los tres aminoácidos esenciales de cadena ramificada. A pesar de sus

semejanzas estructurales, los aminoácidos ramificados tienen diferentes rutas metabólicas, la valina es

glucogénica, la leucina es exclusivamente cetogénica y la isoleucina ambos.  

Ácido linoléico El ácido linoleico es un ácido graso insaturado también conocido como un ácido graso omega-6. Es un ácido

graso esencial en la nutrición humana, ya que no pueden ser sintetizados por los seres humanos. Se utiliza en la

biosíntesis de las prostaglandinas a través de ácido araquidónico y las membranas celulares.

Ácido 2-OH-benzoico El ácido salicílico o salicilato, es el principal producto metabólico de la del ácido acetilsalicílico, fármaco usado

frecuentemente como antiinflamatorio, analgésico, antipirético y antiagregante plaquetario indicado para

personas con riesgo de formación de trombos sanguíneos.

Citrato Ácido débil que se forma en el ciclo de Krebs o que puede ser introducido con la dieta. La evaluación de niveles

plasmáticos de ácido cítrico apenas se utilizan en el diagnóstico de enfermedades humanas. Por el contrario, la

excreción urinaria de citrato es una herramienta común en el diagnóstico diferencial de los cálculos renales,

acidosis tubular renal y que desempeña también un papel en las enfermedades óseas.

Ácido palmítico El ácido palmítico o ácido hexadecanoico es uno de los más comunes los ácidos grasos saturados que se

encuentran en animales y plantas, un ácido graso saturado que se encuentra en las grasas y ceras incluyendo

aceite de oliva, aceite de palma, y los lípidos del cuerpo.

Ácido cis-vaccenico Presente en todos los tejidos y en casi todas las clases de lípidos a una concentración baja.

Ácido palmitoleico Ácido graso insaturado constituyente común de los glicéridos de tejido adiposo humano. Presente en todos los

tejidos, generalmente se encuentra en mayores concentraciones en el hígado.
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5. Análisis metabolómico de ácidos grasos en plasma de pacientes con 
SCASEST 

Tal y como se describió detalladamente en el apartado 2.4 de Material y Métodos, el 

análisis de ácidos grasos en plasma se realizó siguiendo el método descrito por Lepage y 

Roy [187]. Al igual que en el caso del análisis metabolómico completo del plasma, las 

áreas de los picos de los diferentes ácidos grasos se normalizaron con respecto al área 

de pico del estándar interno utilizado (pentadecanoato de metilo). Con estos datos se 

realizó un análisis de componentes principales, un análisis de agrupamiento jerárquico y 

un análisis estadístico empleando una t-Student. En la Tabla R_17 se recogen los 24 

ácidos grasos analizados junto con los valores de la desviación estándar relativa del área 

de pico cromatográfico de los diferentes ácidos grasos para pacientes con SCASEST y 

controles sanos. 

 

Tabla R_17. Resumen de todos los ácidos grasos identificados junto con el número de pico 

correspondiente en la Figura R_33. RT: tiempo de retención; IS: estándar interno.  

En la Figura R_33 se muestra un cromatograma representativo del análisis 

metabolómico de ácidos grasos obtenido al inyectar 1 µl de plasma derivatizado en el 

equipo GC/MS. Para una mejor observación de los diferentes picos identificados, se 

incluye una ampliación de los picos cromatográficos eluidos entre los minutos 28 y 38. 

La numeración presente en cada uno de los picos cromatográficos identificados 

corresponde a los metabolitos recogidos en la Tabla R_17. 

Metabolito RT (min) Pico Metabolito RT (min) Pico

14:0 Mirístico 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 Palmítico 15.386 (5) 20:0 Araquídico 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 Esteárico 23.278 (11) 24:1n-9 Tetracosenoico 43.011 (23)

20:4n-6 Araquidónico 28.340 (12) 24:0 Tetracosanoico 43.186 (24)
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Figura R_33. Cromatograma representativo del análisis metabolómico de ácidos grasos en plasma  

mediante GC/MS. Se muestra una ampliación de la región comprendida entre los minutos 28 y 38. La 

numeración presente en cada uno de los picos cromatográficos identificados corresponde a los 

metabolitos recogidos en la Tabla R_17. 

En la Figura R_34 se puede ver como el gráfico de observaciones muestra un grado de 

dispersión 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 separación entre 

grupos experimentales lo que sugiere que los perfiles de ácidos grasos de los pacientes 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R_34. Resultados del análisis 

de componentes principales. En el 

gráfico de observaciones aparecen 

representadas las muestras de 

controles sanos (azul) y pacientes con 

SCASEST (rojo).  
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Figura R_35. Resultados del análisis de componentes principales para el análisis metabolómico de ácidos 

grasos en plasma. El gráfico de contribución muestra la distribución de los 23 ácidos grasos identificados 

(no se incluye el estándar interno). 

En el análisis estadístico con t-Student se obtuvieron 4 ácidos grasos (ácido palmítico 

(16:0), ácido trans palmitoleico (16:1n-9), ácido cis-vaccenico (18:1n-7) y ácido 

linoleico (18:2n-6)) cuyas concentraciones estaban estadísticamente variadas entre el 

grupo de pacientes con SCASEST y los controles sanos (Figura R_36). De ellos, 3 

ácidos grasos (ácido palmítico (16:0), ácido trans palmitoleico (16:1n-9), y ácido cis-

vaccenico (18:1n-7)) se encontraron elevados en pacientes con SCASEST mientras que 

el ácido linoleico (18:2n-6) se encontraba disminuido en este grupo. Además, 3 de los 4 

ácidos grasos significativamente alterados en este estudio (ácido palmítico, ácido cis-

vaccenico y ácido linoleico) también se encontraban significativamente alterados en el 

estudio metabolómico completo de plasma mientras que el ácido esteárico no presentó 

en este análisis variación estadísticamente significativa.  
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Figura R_36. Ácidos grasos que se encontraron significativamente alterados en pacientes con SCASEST 

tras el análisis estadístico de los datos aplicando una t-Student. 

En la Figura R_37 se muestran los resultados del análisis de agrupamiento jerárquico. 

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

experimentales de manera análoga a lo observado en el estudio metabolómico mediante 

huella dactilar (Figura R_29).  

 

Figura R_37. Resultados del análisis de agrupamiento jerárquico. El análisis de disimilitud utilizando el 

método de Ward muestra una muy buena clasificación de las diferentes muestras entre los dos grupo 

experimentales. 
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6. Validación de resultados  

Para la validación de los resultados obtenidos en el análisis metabolómico completo de 

plasma se utilizó de nuevo la cromatografía de gases unida a espectrometría de masas 

(GC/MS). 

Para ello, se llevó a cabo el análisis metabolómico de plasma total en un nuevo grupo de 

muestras de 15 pacientes con SCASEST y 15 controles sanos. El protocolo de 

derivatización 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 

inyección de la muestra se realizó por triplicado y el área de cada pico cromatográfico 

se dividió por el área del estándar interno. La media de las tres áreas normalizadas para 

cada pico cromatográfico fue utilizada para el análisis estadístico posterior.  

En este caso, sólo se emplearon para el análisis estadístico las áreas de los 15 

metabolitos que se habían encontrado variados previamente. Mediante un análisis 

estadístico empleando una t-Student se encontraron de nuevo diferencias 

estadísticamente significativas en 11 metabolitos (alanina, ácido 2-ceto-3-metilvalérico, 

serina, leucina, treonina, glicina, ácido 2-OH-benzoico, citrato, ácido palmítico, ácido 

linoleico y ácido 11-cis vaccenico) no mostrando diferencias estadísticamente 

significativas 4 metabolitos (lactato, ácido alfa-OH-valérico, 5-oxo-prolina y ácido 

esteárico). 

Todos los metabolitos que fueron identificados en la primera fase del estudio mediante 

huella dactilar (alanina, serina, treonina, glicina, ácido 2-ceto-3-metilvalérico, ácido 2-

OH-benzoico y ácido palmítico) se encontraron de nuevo variados durante el proceso de 

validación lo que confirma la existencia de una diferencia altamente significativa en los 

perfiles plasmáticos de estos 7 metabolitos en pacientes SCASEST. Igualmente se 

validaron los 3 ácidos grasos que también se encontraron alterados en el análisis 

metabolómicos de ácidos grasos (ácido palmítico, ácido cis-vaccenico y ácido 

linoleico).  

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

validados junto con el valor de significación estadística, p, obtenido mediante t-Student. 
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Figura R_38. En el proceso de validación de los resultados obtenidos en el análisis metabolómico 

completo de plasma se validaron 11 de los 15 metabolitos inicialmente alterados en los dos grupos 

experimentales. 4 metabolitos (lactato, ácido alfa-OH-valérico, 5-oxo-prolina y ácido esteárico) no se 

encontraron significativamente variados en el análisis estadístico de los datos aplicando una t-Student. 

Cabe destacar además que el ácido esteárico no mostró diferencias significativas en el 

grupo de muestras de validación confirmando los resultados obtenidos previamente en 

el análisis metabolómico de ácidos grasos en el que no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre el grupo de pacientes con SCASEST y el grupo de 

controles sanos. 

De los 11 metabolitos que mostraron de nuevo diferencias estadísticamente 

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

ácido 2-ceto-3-metilvalérico, ácido 2-OH-benzoico, citrato, ácido palmítico, ácido 

linoleico y ácido cis-vaccenico), el ácido 2-OH-benzoico o ácido salicílico no se 

consideró como un potencial biomarcador de enfermedad cardiovascular ya que se trata 

del metabolito principal del catabolismo del ácido 2-(acetiloxi)-benzoico o ácido acetil 

salicílico (aspirina) que se utiliza como tratamiento de primera línea en paciente que 

sufren SCA. 

7. Estudio de perfiles metabolómicos 

Tras la validación de los resultados obtenidos en el análisis metabolómico completo de 

plasma en pacientes con SCASEST y controles sanos, se obtuvieron 11 metabolitos que 

mostraron de nuevo diferencias estadísticamente significativas de los cuales 7 estaban 

disminuidos en el grupo de pacientes con SCASEST (alanina, serina, leucina, treonina, 
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glicina, ácido 2-ceto-3-metilvalérico y ácido linoleico) y 4 se encontraban aumentados 

en este mismo grupo (ácido 2-OH-benzoico, citrato, ácido palmítico y ácido cis-

vaccenico). 

De los 7 metabolitos disminuidos en el grupo de pacientes con SCASEST destaca la 

existencia de 5 aminoácidos (alanina, serina, leucina, treonina y glicina) y 1  metabolito 

relacionado con ellos (ácido 2-ceto-3-metilvalérico).  

Estos resultados sugieren que la valoración conjunta de estos 5 aminoácidos puede 

constituir un perfil de interés clínico para el diagnóstico del SCASEST. En la Figura 

R_39 se muestra una representación gráfica de los las abundancias medias de estos 5 

aminoácidos entre los dos grupos experimentales. La unión de los diferentes puntos 

mediante una línea de tendencia permite distinguir claramente la existencia de un perfil 

característico en los pacientes con SCASEST frente a los controles sanos. 

 

Figura R_39. Representación gráfica de la abundancia total de los cinco aminoácidos significativamente 

alterados entre el grupo de pacientes con SCASEST y los controles sanos. Mediante una línea de 

tendencia puede verse claramente que ambos grupos experimentales poseen perfiles diferentes en los 
cinco aminoácidos. 
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En el análisis metabolómico de ácidos grasos en plasma se encontraron 4 ácidos grasos 

que mostraron diferencias estadísticamente significativas entre el grupo de pacientes 

con SCASEST y el grupo de controles sanos. De ellos, 3 ácidos grasos (ácido palmítico 

(16:0), ácido trans palmitoleico (16:1n-9), y ácido cis-vaccenico (18:1n-7)) se 

encontraron elevados en los pacientes con SCASEST mientras que el ácido linoleico 

(18:2n-6) se encontraba disminuido en este grupo. 

Adicionalmente, se estudiaron los perfiles de ácidos grasos saturados, monoinsaturados, 

omega 3 y omega 6 que presentaban los dos grupos experimentales. Para ello se 

sumaron las abundancias totales de los ácidos grasos saturados (14:0 tetradecanoico, 

16:0 palmítico, 17:0 heptadecanoico, 18:0 esteárico, 20:0 eicosanoico, 22:0 

docosanoico, 23:0 tricosanoico y 24:0 tetracosanoico), de los ácidos 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 ácidos 

grasos omega 3 (20:5n-3 eicosapentanoico (EPA), 22:6n-3 docosahexaenoico (DHA) y 

22:4n-3 docosatretaenoico) y de los ácidos grasos omega 6 (Gamma-linoleico, 18:2n-6 

linoleico, 20:4n-6 araquidónico, 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 encontró que el grupo de pacientes con 

SCASEST presentaba una mayor concentración plasmática de ácidos grasos saturados y 

una menor concentración de ácidos grasos monoinsaturados, omega 3 y omega 6. 

 

Figura R_40. Representación gráfica que refleja la mayor abundancia plasmática de ácidos grasos 

saturados y menor abundancia de ácidos 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 concentración plasmática de ácidos grasos saturados se 

observó que los pacientes con SCASEST presentaban una relación entre ácidos grasos 

saturados e insaturados (monoinsaturados, omega 3 y omega 6) mayor que los controles 

sanos como puede verse en la Figura R_41. 

 

Figura R_41. Representación gráfica que refleja la mayor relación de ácidos grasos saturados frente a 

ácidos grasos insaturados (monoinsaturados, omega 3 y omega 6) en el grupo de pacientes con SCASEST 

frente a los controles sanos. 

 

Nuestro estudio del perfil metabolómico de ácidos grasos en plasma reveló, por tanto, la 

existencia de perfiles diferentes y característicos en los ácidos grasos saturados e 

insaturados (monoinsaturados, omega 3 y omega 6) entre los dos grupos experimentales 

lo que está en concordancia con la buena clasificación de los diferentes individuos 

incluidos en el estudio obtenida mediante ACP (Figura R_34) y los resultados obtenidos 

en el análisis de agrupamiento jerárquico (Figura R_37). 

Puesto que los desórdenes en las fracciones lipídicas plasmáticas constituyen un factor 

de riesgo cardiovascular, es posible que este perfil característico de ácidos grasos pueda 

tener interés clínico para el diagnóstico temprano de la enfermedad cardiovascular. 
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Discusión 
 

La verdadera sabiduría está en reconocer la propia ignorancia 

Sócrates 

 

En esta Tesis Doctoral se presenta por primera vez el estudio proteómico y 

metabolómico conjunto de muestras de plasma de pacientes con síndrome coronario 

agudo (SCA) frente a individuos sanos. Mediante estos estudios se han podido 

identificar proteínas y metabolitos implicados en el proceso fisiopatológico de esta 

enfermedad aportando nuevos datos que permitan, en un futuro, desarrollar nuevas 

estrategias diagnósticas y terapéuticas. 

En las últimas dos décadas se han producido avances importantes en la comprensión de 

la fisiopatología de la aterogénesis, especialmente gracias a una mayor comprensión del 

papel esencial que la inflamación 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 aparición de 

un SCA. 

En la actualidad se le concede cada vez mayor importancia al estudio de la biología y 

actividad de la placa aterosclerótica que es la que confiere el riesgo a una lesión de 

producir un SCA, más que su grado de estenosis luminal [189]. Así se ha descubierto 

que las lesiones biológicamente más activas tienen una serie de características 

diferenciales respecto de las más quiescentes. Son características morfológicas e 

inflamatorias en las que tiene lugar un gran infiltrado de macrófagos y linfocitos, una 

gran producción de moléculas que destruyen el citoesqueleto de la placa (citocinas, 

metaloproteinasas, etc.) y una disminución de la síntesis de proteínas, como el colágeno, 

que le confieren estabilidad. 

Se sabe además, que el crecimiento de la lesión aterosclerótica se acompaña de un 

remodelado adaptativo de la arteria lesionada, de forma que inicialmente la lesión crece 

hacia el exterior. En esta fase, el análisis de la luz coronaría no permite identificar 
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ninguna alteración, mientras que el análisis de la pared arterial sí que muestra su 

existencia. Por tanto, el progresivo incremento de nuestro conocimiento sobre la íntima 

relación existente entre inflamación y aterogénesis ha permitido una mayor 

comprensión de la fisiopatología de esta enfermedad [190, 191] y ha dado lugar a la 

aparición de un gran número de estudios que han permitido descubrir posibles 

marcadores de enfermedad y nuevas dianas terapéuticas que permitan, en su conjunto, 

establecer un mejor y más temprano diagnóstico e iniciar un tratamiento adecuado que 

mejore el pronóstico de supervivencia de los pacientes. 

En los estudios de proteómica se puede detectar la composición/estructura de las 

proteínas, los cambios conformacionales, las alteraciones moduladoras durante el 

desarrollo y las modificaciones post-traduccionales. El estudio del proteoma permite, así 

mismo, conocer variaciones cuantitativas de las proteínas dependiendo de su estado de 

desarrollo, el gasto metabólico, el estado fisiopatológico del organismo, etc., así como 

las interacciones con otras proteínas o con fármacos. En este sentido, y puesto que las 

proteínas se encuentran organizadas y expresadas en sistemas que interactúan entre sí, 

su estudio puede llegar a ser muy complicado debido a las múltiples interacciones que 

éstas tienen dentro del sistema. La proteómica permite, además, identificar proteínas 

individuales en mezclas complejas de miles de moléculas a partir de cantidades mínimas 

de muestra biológica. 

Por su parte, la metabolómica permite estudiar el conjunto de los productos finales y 

subproductos de las vías metabólicas, llamados metabolitos, que existen en los seres 

humanos y otros organismos [141]. Así se conoce con el término de metaboloma al 

conjunto de pequeñas moléculas que componen un organismo [142]. La naturaleza de 

los metabolitos estudiados en un análisis metabolómico es muy amplia e incluye ácidos 

orgánicos, aminoácidos, aminas, azúcares, esteroides, bases de ácidos nucleicos y otras 

sustancias, todas ellas intermediarias del metabolismo celular. 

La interpretación de los cientos o miles de metabolitos presentes en las rutas 

metabólicas de un organismo supone un enorme reto debido a la gran variedad de su 

naturaleza química. Sin embargo, es indudable que la comparación de los perfiles 

metabolómicos de pacientes y controles sanos supone una herramienta de gran valor 

para alcanzar un mayor conocimiento y una mejor comprensión de la fisiopatología de 

la enfermedad [144]. 
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1. ANÁLISIS PROTEÓMICO DE PLASMA  

Tal y como habíamos visto en un estudio llevado a cabo anteriormente por nuestro 

grupo [188], el análisis proteómico de plasma mediante 2D-DIGE permite mejorar el 

rango dinámico de detección respecto a la 2-DE convencional. En esta Tesis Doctoral 

hemos realizado un estudio proteómico mediante 2D-DIGE de plasma deplecionado con 

la columna de inmunoafinidad MARS Hu-14 con el objetivo de encontrar nuevos 

potenciales biomarcadores pronóstico y diagnóstico de SCA. Este estudio supone 

además un paso adelante con respecto al que ya ha realizado nuestro grupo de 

investigación en el que se empleó la columna MARS Hu-6 [188]. Hemos realizado 

también un estudio 2D-DIGE utilizando la tecnología ProteoMiner de ecualización para 

evaluar la posible co-depleción de proteínas que puedan estar unidas bajo condiciones 

fisiológicas a las proteínas mayoritarias eliminadas por la columna y un estudio 2D-

DIGE para comparar el perfil proteómico de pacientes con SCACEST con respecto al 

de pacientes con SCASEST. 

1.1. Análisis proteómico de plasma deplecionado en pacientes con 
SCASEST vs controles sanos 

El análisis proteómico mediante 2D-DIGE de plasma deplecionado con la columna de 

afinidad MARS Hu-14 permite eliminar 8 proteínas (fibrinógeno, alfa-2-

macroglobulina, alfa-1-glicoproteína ácida, IgM, apolipoproteína AI, apolipoproteína 

A2, complemento C3 y prealbúmina) que no fueron eliminadas por la columna MARS 

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

El análisis de componentes principales (ACP) de las manchas proteicas que presentaron 

variaciones significativas entre los dos grupos experimentales tras realizar el análisis 

estadístico mediante una t-Student (p≤0.05), nos proporcionó una distribución de las 

muestras incluidas en el estudio en dos grupos perfectamente diferenciados (Figura 

R_03). La primera componente principal separó de manera manifiesta las muestras de 

pacientes con SCASEST de los controles sanos lo que demuestra que tanto el diseño 

experimental como las muestras seleccionadas en el estudio fueron correctos. 

Las 23 proteínas diferencialmente expresadas se agruparon en cinco grupos funcionales 

atendiendo a su posible implicación en el desarrollo del SCA, proteínas de transporte, 

inflamación e inmunidad, coagulación, proteasas y otras funciones. 
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1.1.1. Proteínas de transporte 
La ceruloplasmina es una proteína de 122 KDa perteneciente a la familia de las 

multicuprooxidasas que se sintetiza principalmente en el hígado, 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 unión 

para el cobre, y desde el punto de vista funcional, por catalizar la reducción de una 

molécula de oxígeno con formación de una de agua, sin liberación de intermediarios 

potencialmente tóxicos [192]. En nuestro estudio, la ceruloplasmina se encontró 

significativamente disminuía en los pacientes con SCASEST, disminución que fue 

validada mediante SRM (Figura R_09). Es posible que los niveles disminuidos de esta 

proteína debido a su capacidad para catalizar la reducción de moléculas de oxígeno 

lleven consigo un aumento de oxígeno libre y con ello la oxidación tisular que favorezca 

el proceso aterogénico. No obstante serán necesarios nuevos estudios que confirmen el 

papel de la ceruloplasmina en el desarrollo del SCA.  

La hemopexina (51 KDa) es la proteína plasmática con mayor afinidad de unión al 

grupo hemo. Se expresa principalmente en el hígado, y pertenece a los reactantes de 

fase aguda, cuya síntesis es inducida después de la inflamación [193]. Se ha descrito en 

diversos estudios como determinadas hemoproteínas son desencadenantes activos de la 

peroxidación de la lipoproteína de baja densidad (LDL), lo que contribuye al desarrollo 

de la aterosclerosis [194-196]. En este sentido, la hemopexina por tanto jugaría un papel 

de protección frente a la oxidación de la apolipoproteína B y las LDL provocada por 

cualquier hemoproteína como la hemoglobina [194, 196]. En este sentido, la 

hemopexina puede actuar por tanto, como un antioxidante extracelular contra el daño 

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 comparación 

al grupo de controles sanos (DIGE ratio P/C = -2.37), diferencia que fue comprobada 

mediante inmunodetección bidimensional (Figura R_08).  

En nuestro estudio, los pacientes con SCASEST presentaban niveles significativamente 

disminuidos de la proteína de unión a retinol-4 (RBP4). Se trata de una proteína 

secretada por adipocitos que ha sido asociada recientemente con la resistencia a la 

insulina y muchos de los componentes del síndrome metabólico en sujetos con diabetes 

mellitus tipo 2 u obesidad [197, 198]. La asociación de la resistencia a la insulina y el 
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síndrome metabólico con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular es bien 

conocido y constituye un enlace fisiopatológico entre la obesidad, aterosclerosis, y las 

complicaciones cardiovasculares [199-201]. A pesar de ello, el papel de la RBP4 en las 

complicaciones cardiovasculares todavía no se conoce completamente y se están 

desarrollando estudios con modelos animales que permitan entender la asociación de 

esta proteína con citoquinas pro-inflamatorias y lipoproteínas de baja densidad (LDL) 

[202-204].  

La proteína de unión a vitamina D es la proteína encargada del transporte de 

metabolitos de la vitamina D en la sangre. Adicionalmente, también se une a ácidos 

grasos y monómeros de actina, impidiendo su polimerización que podría ser perjudicial 

en el sistema circulatorio [205]. Los beneficios conocidos de la vitamina D sobre la 

salud ósea y la regulación inmunológica, ha aumentado el interés en la proteína de 

unión a vitamina D dado su papel en el mantenimiento de los niveles totales de vitamina 

D en el organismo y en la regulación 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 II y el empeoramiento de la función 

renal, constituyendo por tanto un factor de riesgo en sí mismo independiente para 

eventos cardiovasculares, en particular para los accidentes cerebrovasculares y SCA 

[206-211]. En nuestro estudio, la proteína de unión a vitamina D presentó niveles 

disminuidos en los pacientes con SCASEST al igual que el resto de proteínas 

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 proteína se asocian con enfermedades cardiovasculares. 

Las apolipoproteínas son la parte proteica de las lipoproteínas que generalmente se 

combinan con los lípidos. La apolipoproteína A-I (ApoA-I) está asociada con 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) mientras que la apolipoproteína B (ApoB) se 

asocia con las lipoproteínas de baja densidad (LDL). Las lipoproteínas HDL y su 

principal proteína apolipoproteína AI 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 

sobreexpresión de ApoA-I y un aumento de los niveles de HDL se relacionan con una 

reducción significativa en el proceso aterosclerótico [213, 214]. La ApoA-I activa la 
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enzima lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT), la cual cataliza la esterificación del 

colesterol que es transportado al hígado para ser metabolizado y excretado. Por tanto, 

niveles bajos de ApoA-I como los que obtuvimos en nuestro experimento en los 

pacientes con SCASEST pueden constituir un factor de riesgo para la aterosclerosis, aún 

con concentraciones normales de ApoB.  

La apolipoproteína A-IV (ApoA-IV) es una glicoproteína de 46 kDa sintetizada 

principalmente en las células epiteliales (enterocitos) del intestino delgado durante la 

absorción de las grasas. Posteriormente, entra en el compartimento de plasma como una 

proteína estructural de los quilomicrones, de las lipoproteínas de muy baja densidad de 

lipoproteínas (VLDL) y de las lipoproteínas HDL. A pesar de que la ApoA-IV es una 

lipoproteína circulante importante, su función fisiológica no se conoce completamente 

[215]. Varios estudios han señalado que desempeña un papel importante en el transporte 

reverso del colesterol [216], puede actuar como una señal fisiológica de saciedad 

postprandial [217], y que tiene propiedades antioxidantes y anti-aterogénicas [218]. Así, 

se han descrito cambios en la concentración sérica de ApoA-IV en pacientes con 

diversos trastornos como el síndrome de mala absorción, pancreatitis crónica [219] y 

enfermedad renal [220]. De manera similar a la ApoA-I es posible que los niveles 

disminuidos de ApoA-IV 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 apolipoproteína E (ApoE) es una proteína multifuncional glicosilada de 36 KDa que 

se caracteriza por su amplia distribución tisular. A pesar de su importancia en el 

transporte de lípidos 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 múltiple y 

la psoriasis [223]. Entre otros, el papel de la ApoE en la modulación de la inflamación y 

la oxidación es fundamental para dilucidar los factores de riesgo de las enfermedades 

mencionadas ya que su función está estrechamente relacionada con las citoquinas pro-

inflamatorias y antiinflamatorias. En modelos animales, los ratones deficientes en ApoE 

presentaban niveles plasmáticos de colesterol elevados, como consecuencia de un 

catabolismo incorrecto de las lipoproteínas ricas en colesterol [224]. Estos ratones 

desarrollaban además lesiones ateroscleróticas complejas mientras que si se les aportaba 

ApoE [225-227] se reducían sus niveles de colesterol en plasma, proporcionándoles 
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además protección contra la progresión de la aterosclerosis lo que está acorde con los 

resultados de nuestro estudio donde encontramos niveles disminuidos de ApoE en el 

grupo de pacientes con SCASEST.  

1.1.2. Proteínas de inflamación y respuesta inmune 

La proteína 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 cuál es su función 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 habían sido sometidos a cirugía así como en diferentes procesos 

tumorales [228-230]. En nuestro estudio esta proteína se identificó en cinco manchas 

proteicas diferencialmente expresadas. En cuatro de ellas, la proteína se encontraba 

elevada mientras que en una presentaba niveles de expresión disminuidos en el grupo de 

pacientes con SCASEST frente al grupo de controles sanos. Mediante SRM, la ITIH4 

presentó niveles disminuidos en el grupo de pacientes. Puesto que no existe un 

conocimiento claro de cuál es la función de esta proteína y su implicación 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 glicoproteína del grupo de las 

serpinas, cuya función principal se basa en controlar la actividad de las serinproteasas 

[231]. Pertenece al grupo de proteínas de fase aguda presentando niveles plasmáticos 

elevados en plasma en respuesta a procesos de inflamación [232-234]. Esta proteína ha 

sido, además, encontrada significativamente aumentada en plasma de pacientes con 

estenosis aórtica degenerativa (EAD) por nuestro grupo de investigación y ha sido 

patentada como marcador pronóstico y diagnóstico de EAD. En nuestro estudio, esta 

proteína presentó niveles de expresión significativamente elevados en pacientes con 

SCASEST lo que indica la existencia de un proceso inflamatorio inherente al proceso 

aterosclerótico. Por lo tanto, estos resultados obtenidos en EAD y SCA por nuestro 

grupo de investigación permiten plantear nuevas líneas de investigación para estudiar 

tanto la posible relación entre EAD y la aterosclerosis como las diferencias entre ambos 

procesos, lo cual es un paso previo necesario para el desarrollo de nuevos 

biomarcadores y dianas terapéuticas específicas. 

El kininógeno-1 es una proteína multifuncional que participa en la vía intrínseca de la 

coagulación formando parte del sistema Kalikreína-Kininas [235, 236] inhibiendo la 
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agregación de plaquetas inducida por trombina y plasmina [237, 238]. Nuestro grupo ha 

encontrado previamente, niveles de expresión de esta proteína aumentados en el plasma 

de pacientes estables respecto a los controles sanos lo que podría favorecer la inhibición 

de la coagulación y evitar a la vez la progresión de la aterosclerosis [188]. En nuestro 

estudio obtuvimos cuatro manchas proteicas que fueron identificadas como kininógeno-

1. Tres de ellas presentaban una expresión estadísticamente disminuida en pacientes con 

SCASEST y una estaba aumentada. En la validación por SRM se encontró una 

expresión disminuida en pacientes lo que concuerda con los resultados obtenidos 

previamente por nuestro grupo, ya que niveles plasmáticos disminuidos de kininógeno-

1 podrían favorecer la agregación plaquetaria y la progresión de la aterosclerosis. 

La proteína 1 relacionada con el complemento factor H no tiene una función definida 

pero se cree que puede estar relacionada con la activación del complemento y también 

estar asociada a lipoproteínas jugando un papel en la regulación del metabolismo 

lipídico. El complemento factor H, por su parte, participa en la vía del complemento 

actuando como cofactor en la inactivación de C3b. Ambas se encontraron disminuidas 

en el grupo de pacientes con SCASEST. Análogamente a lo descrito anteriormente, 

nuestro grupo ya había descrito previamente disminución de los niveles plasmáticos del 

complemento factor H a los 4 días 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 C1s para 

formar el complemento C1, el primer componente de la vía clásica del sistema del 

complemento (Figura D_01). En anteriores estudios nuestro grupo había encontrado una 

especie proteica de esta proteína disminuida dos meses después del episodio agudo 

[188]. En nuestro experimento, el complemento C1r presentó un aumento 

estadísticamente significativo mientras que un fragmento de esta proteína 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 modificación, por lo que se 

requieren futuras investigaciones que esclarezcan su función en esta patología. 

La fibronectina es una proteína de 262 KDa involucrada en múltiples funciones 

celulares como son la adhesión, motilidad y mantenimiento de su estructura. Los 

pacientes con SCA muestran una elevación de los niveles plasmáticos de fibronectina 

frente al grupo de controles sanos. No está muy estudiado cual puede ser la relación 

entre valores de expresión alterados de la fibronectina y el desarrollo de la 
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aterosclerosis, aunque es posible que exista una relación entre los niveles elevados de 

esta proteína y la migración de células musculares durante el proceso aterosclerótico. 

No obstante, es necesario llevar a cabo nuevas investigaciones que clarifiquen el papel 

que esta proteína puede tener en el desarrollo del SCA. 

1.1.3 Proteínas de coagulación 

La antitrombina III es un inhibidor de la cascada de coagulación sanguínea que actúa 

inhibiendo entre otras a la trombina, y a los factores IXa, Xa y XIa. En nuestro 

experimento encontramos dos manchas proteicas cuyo nivel de expresión se encontraba 

en una de ellas aumentado y en otra disminuida en pacientes con SCASEST. En la 

validación por inmunodetección se obtuvieron valores disminuidos de expresión de esta 

proteína en el grupo de pacientes con SCASEST lo que sugiere que la falta de 

antitrombina III puede contribuir a la aparición de coágulos sanguíneos que a través de 

la obstrucción de la luz arterial desencadenen la aparición de un SCA. También 

encontramos niveles de expresión disminuidos en pacientes con SCASEST en otra 

proteína inhibidora de la trombina, la heparina cofactor 2 cuyo déficit, de manera 

análoga a lo explicado en el caso de la antitrombina III, podría contribuir a la aparición 

de coágulos sanguíneos. 

El fibrinógeno es una proteína directamente implicada en la cascada de la coagulación, 

fundamental en la formación de la fibrina la cual participa directamente en la formación 

del trombo [239] y en los mecanismos que provocan agregación plaquetaria [240]. En 

este sentido, se ha comprobado que los niveles de fibrinógeno están elevados en el 

plasma de pacientes con cardiopatía isquémica respecto a controles sanos [241-244], 

llegando a relacionar los niveles elevados de fibrinógeno con una mayor tasa de 

isquemia recurrente [245]. Nuestro grupo ya había encontrado en experimentos previos 

alteraciones en los niveles de expresión de múltiples isoformas de fibrinógeno gamma 

algunas de las cuales se hallaban disminuidas y otras aumentadas [188]. En este caso 

encontramos una única mancha proteica correspondiente a fibrinógeno gamma cuyos 

niveles de expresión se encontraban disminuidos en pacientes con SCASEST, resultado 

que fue posteriormente validado mediante inmunodetección (Figura R_08). Esta 

aparente discrepancia de los niveles de expresión de la proteína hace que nuestros 

resultados sean difíciles 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 proteínas mayoritarias del plasma que 

teóricamente debe deplecionar la columna MARS Hu-14. Según los documentos de la 

casa comercial se produce una depleción del 99.6% en suero y del 99.3% en plasma de 

esta proteína por lo que existe una cantidad muy pequeña de proteína no deplecionada 

cuyos niveles de expresión pudieran aparecen alterados como así sucedió en nuestro 

experimento. En este caso, obtuvimos niveles aumentados de expresión 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 expresión 

se encontraron disminuidos a los 4 días de producirse el evento coronario y elevados a 

los 6 meses [188]. De manera análoga a los descrito anteriormente con el fibrinógeno 

gamma parece existir una discrepancia de los niveles de expresión de la proteína en 

diferentes momentos (t=0, t=4 días y t=6 meses) tras producirse el evento coronario lo 

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

1.1.4. Proteasas 

La beta-Ala-His dipeptidasa y la cadena catalítica de la carboxipeptidasa N son dos 

proteínas con actividad proteolítica cuyos niveles de expresión se encontraron 

disminuidos en caso de la cadena catalítica de la carboxipeptidasa N y aumentados en 

caso de la beta-Ala-His dipeptidasa, si bien en ambos casos, no está descrito su papel en 

el desarrollo del SCA.  

Por su parte la alfa-2-glicoproteína rica en leucina cuya función es desconocida 

presentó niveles de expresión disminuidos en pacientes con SCASEST. Esta proteína ha 

sido encontrada previamente por nuestro grupo en plasma deplecionado utilizando la 

columna MARS Hu-14 en pacientes con estenosis aórtica degenerativa (EAD) [246]. A 

diferencia de los encontrado en nuestro experimento, en este caso la alfa-2-glicoproteína 

rica en leucina presentaba niveles de expresión 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 patologías (EAD y SCA) aunque se requieren futuros 

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

La principal ventaja de la utilización de la columna de afinidad MARS Hu-14 reside en 

que permite eliminar entre un 97.5% y un 99% de las 14 proteínas más abundantes del 

plasma lo que corresponde al 94% de su contenido proteico total. Sin embargo, a pesar 

de que la utilización de columnas de afinidad para la depleción de las proteínas 

mayoritarias sea actualmente el método más utilizado para la búsqueda de nuevos 

biomarcadores plasmáticos, esta técnica presenta una desventaja fundamental que 

consiste en la posible co-depleción de proteínas que puedan estar unidas bajo 

condiciones fisiológicas a las proteínas mayoritarias eliminadas por la columna [247]. 

Para evaluar el alcance de este problema, se llevó a cabo el estudio proteómico de 

plasma de pacientes con SCASEST utilizando un método alternativo para la eliminación 

de proteínas mayoritarias. El método elegido fue la tecnología ProteoMiner (BioRad) la 

cual permite la ecualización de las proteínas presentes en una muestra mediante su 

unión selectiva a hexapéptidos específicos, que actúan de ligandos para las proteínas de 

las muestras (Figura MM_04) reduciendo el rango dinámico de concentración ya que 

disminuye la concentración de las proteínas más abundantes y enriquece la muestra en 

proteínas menos abundantes. 

Empleando esta tecnología se encontraron en el experimento 2D-DIGE, 21 manchas 

proteicas diferencialmente expresadas de las cuales se identificaron 12 que dieron lugar 

a 11 proteínas diferentes (Tabla D_01). De estas, tan sólo el fibrinógeno gamma se 

encontró alterado en plasma de pacientes con SCASEST frente a controles sanos 

utilizando ambos procedimientos (depleción y ecualización). En este caso esta proteína 

presentó niveles de expresión aumentados en los pacientes con SCASEST a diferencia 

de lo ocurrido en plasma deplecionado que presentaba niveles de expresión disminuidos 

en este grupo experimental, pero estando sin embargo este resultado en la línea de los 

resultados publicados por otros autores [241-244]. La otra proteína de coagulación 

cuyos niveles de expresión estaban alterados fue el factor XIII de coagulación cadena B 

que se encontró disminuida en pacientes con SCASEST. Se trata de una proteína 

compuesta por 2 subunidades A y 2 subunidades B presente en el plasma, los 

megacariocitos, las plaquetas y los monocitos, cuya función principal es establecer 

enlaces covalentes en el polímero de fibrina soluble originando una estructura 

tridimensional más estable y resistente a la fibrinólisis [248, 249]. También protege a la 
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fibrina recién formada de la fibrinólisis, principalmente por reticulación de la alfa-2-

plasmina inhibidor a la fibrina. Además de los efectos protrombóticos anteriores, el 

factor XIII de coagulación limita el crecimiento del trombo al disminuir la adhesión de 

las plaquetas a la fibrina. Atendiendo a su función limitante del crecimiento del trombo, 

es posible que los niveles disminuidos de esta proteína observados en el grupo de 

pacientes con SCACEST puedan propiciar un estado protrombótico que dé lugar a la 

aparición de un SCA. 

En el grupo de proteínas relacionadas con la inflamación y la respuesta inmunitaria 

clasificamos al complemento C4-A, complemento C4-B, proteína de unión a C4b 

cadena alfa, región C de la IgM y la lecitina serina proteasa 2 de unión a manano.  

El sistema del complemento se compone de más de 30 proteínas plasmáticas que actúan 

conjuntamente para generar productos con propiedades inmunoprotectoras y 

proinflamatorias [250]. Se trata de un sistema de defensa citotóxico e innato que 

normalmente funciona para eliminar agentes extraños y patógenos. Sin embargo, existen 

evidencias que sugieren que el complemento juega además un papel clave en la 

fisiopatología de los SCA [251]. En nuestro experimento encontramos niveles de 

expresión disminuidos en el complemento C4-A, complemento C4-B y proteína de 

unión a C4b cadena alfa mientras que la proteína lecitina serina proteasa 2 de unión a 

manano estaba elevada en el grupo de pacientes con SCASEST. Estos hallazgos están 

en la línea 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 plasmáticos cuatro días después del episodio agudo. El factor 

B estaba elevado y el factor H mostraba una isoforma elevada y otra disminuida, que 

también lo estaba a los seis meses. El componente C3 de la ruta clásica estaba 

ligeramente elevado en los pacientes estables [188]. También hemos encontrado en 

nuestro grupo de investigación disminuciones de los niveles de expresión 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 está claro como se produce esta modificación ni 

sus consecuencias. 
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Figura D_01. La activación del complemento por la vía clásica se inicia con la activación del complejo 

C1qrs por complejos antígeno-anticuerpo. Este complejo ataca enzimáticamente a C4, que al adquirir a su 

vez actividad proteolítica, produce la hidrolisis de C2, que al ser activado, es capaz de degradar 

enzimáticamente a C3. 

La región C de la IgM es un fragmento de la cadena pesada de la inmunoglobulina M 

cuyos niveles de expresión se encontraron elevados en el plasma ecualizado de 

pacientes con SCASEST. En nuestro grupo de investigación no se ha descrito 

anteriormente alteraciones en esta proteína en pacientes SCA sin embargo si hemos 

encontrado igualmente elevaciones de sus niveles de expresión 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 demostraría la existencia en un proceso 

inflamatorio inherente al desarrollo de la aterosclerosis y la estenosis. 

La disminución en los niveles de expresión encontrados en la proproteína convertasa 

subtilisin/kexin tipo 9 y clusterina (apoJ) están en la línea de los resultados obtenidos en 

nuestros estudios previos en SCA. La clusterina es una glicoproteína presente en una 

subpoblación de las partículas HDL junto con la paraoxonasa y la apolipoproteína AI 

[252, 253]. Aunque su función no está clara todavía, se le ha relacionado con la 

regulación del complemento [254], respuesta de fase aguda [255], transporte de lípidos 

[256], apoptosis [257-260] y protección de membranas en las interfases tejido-fluido 
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donde se expresa [261]. Estas propiedades sugieren que la clusterina podría 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 

ateroscleróticas y su expresión aumenta con la progresión de la aterosclerosis [263]. 

Además, se ha comprobado que la expresión de esta proteína se induce en las células del 

músculo liso vascular tras el daño vascular y que dicha expresión estimula la 

proliferación y la migración de las mismas [264, 265]. Los resultados obtenidos en 

plasma ecualizado están directamente relacionados con los obtenidos en plasma 

deplecionado donde se encontraron niveles de expresión disminuidos en otras 

apolipoproteínas, concretamente las apolipoproteínas AI, AIV y E. Por su parte la 

función principal de la proproteína convertasa subtilisin/kexin tipo 9 parece estar 

relacionada con la diferenciación neuronal aunque también se cree que puede estar 

implicada en la homeostasis del colesterol, lo cual le conferiría un papel en el desarrollo 

de la aterosclerosis. 

Encontramos también niveles de expresión aumentados en la actina citoplasmática 2. 

Se sabe que uno de los sucesos clave en el proceso aterogénico es la proliferación y 

migración de las células musculares lisas. Mediante experimentos 2-DE se han 

identificado mediadores de plegamiento proteico (HSP60, HSP70, proteína disulfuro-

isomerasa) y de síntesis proteica (factor de elongación EF-1β) entre las proteínas 

aumentadas por la exposición a factores de crecimiento, junto con proteínas del 

citoesqueleto (vimentina y actina) asociados a crecimiento hiperplásico o hipertrófico 

de la placa [266]. Los niveles de expresión aumentados en la actina citoplasmática 2 

podrían indicar por tanto un aumento en la proliferación y migración de las células 

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

Por último, la proteína 3 con dominio EH, presentó niveles de expresión disminuidos en 

pacientes con SCASEST. Se trata de miembro de la familia de proteínas con dominio 

EH las cuales desarrollan diversas funciones en el tráfico intracelular por lo que su 

función en el desarrollo del SCA deberá ser investigado en futuros estudios. 
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Tabla D_01. Resumen de las proteínas diferencialmente expresadas detectadas e identificadas mediante 

2D-DIGE. 

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

de proteínas mayoritarias del plasma resultó ser una mejor metodología para el 

descubrimiento de nuevos biomarcadores ya que permitió identificar el mayor número 

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

plasma ecualizado) y también permitió identificar un mayor número de proteínas (23 

proteínas frente a 11 obtenidas en plasma ecualizado). Sin embargo, sólo se encontró 

una proteína común empleando ambas metodologías lo que sugiere que la depleción y la 

ecualización deben utilizarse de manera complementaria en la búsqueda de nuevos 

biomarcadores de enfermedad. 

SCACEST

Deplección Proteominer Deplección

Actina citoplasmica 2 ACTG_HUMAN Sí

Alfa-1-antiquimotripsina AACT_HUMAN Sí

Alfa-1B-glicoproteina A1BG_HUMAN Sí

Alfa-2-glicoproteína rica en leucina A2GL_HUMAN Sí

Alfa-2-macroglobulina A2MG_HUMAN Sí

Anhidrasa carbónica CAH1_HUMAN Sí

Antitrombina-III ANT3_HUMAN Sí Sí

Apolipoproteina A-I APOA1_HUMAN Sí

Apolipoproteina A-IV APOA4_HUMAN Sí

Apolipoproteina E APOE_HUMAN Sí

Beta-2-glicoproteina 1 (ApoH) APOH_HUMAN

Beta-Ala-His dipeptidasa CNDP1_HUMAN Sí

Carboxipeptidasa N cadena catalítica CBPN_HUMAN Sí

Ceruloplasmina CERU_HUMAN Sí

Clusterina CLUS_HUMAN Sí

Complemento C1r C1R_HUMAN Sí

Complemento C4-A CO4A_HUMAN Sí

Complemento C4-B CO4B_HUMAN Sí

Complemento factor H CFAH_HUMAN Sí

Factor XIII de coagulación cadena B F13B_HUMAN Sí

Fibrinógeno gamma FIBG_HUMAN Sí Sí

Fibronectina FINC_HUMAN Sí Sí

Ficolina-3 FCN3_HUMAN Sí

Haptoglobina HPT_HUMAN Sí

Hemopexina HEMO_HUMAN Sí Sí

Heparina cofactor 2 HEP2_HUMAN Sí

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H1 ITIH1_HUMAN Sí

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H2 ITIH2_HUMAN Sí

Inter-alfa-inhibidor de la tripsina cadena pesada H4 ITIH4_HUMAN Sí

Kallistatina KAIN_HUMAN Sí

Kininógeno-1 KNG1_HUMAN Sí

Lecitina serina proteasa 2 de unión a manano MASP2_HUMAN Sí

Peroxiredoxina-2 PRDX2_HUMAN Sí

Proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9 PCSK9_HUMAN Sí

Proteína 3 con dominio EH EHD3_HUMAN Sí

Proteina de unión a C4b cadena alfa C4BPA_HUMAN Sí

Proteína de unión a retinol-4 RET4_HUMAN Sí

Proteína de unión a vitamina D VTDB_HUMAN Sí

Proteína relacionada con el complemento factor H FHR1_HUMAN Sí

Región C de la IgM IGHM_HUMAN Sí

Vitronectina VTNC_HUMAN Sí

SCASEST
Proteína Nº de acceso
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1.3. Análisis proteómico de plasma deplecionado en pacientes con 
SCACEST vs controles sanos 
Para completar el estudio proteómico de plasma, quisimos comprobar si existía un perfil 

de proteínas comunes entre pacientes que habían sufrido un SCASEST y pacientes que 

habían 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 extensión de 

necrosis tisular provocaban la existencia de un perfil proteómico característico. 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 identificación de 11 proteínas diferentes. 

De las 11 proteínas identificadas tres, hemopexina, antitrombina III y fibronectina se 

habían encontrado también diferencialmente expresadas en plasma deplecionado de 

pacientes con SCASEST. Resulta llamativo que se trate de tres proteínas 

funcionalmente muy diferentes ya que, como se ha explicado con detenimiento 

anteriormente, la hemopexina es una proteína de transporte, la antitrombina III participa 

en el proceso de coagulación sanguínea y la fibronectina se clasificó dentro del grupo de 

proteínas de inflamación e inmunidad. 

La familia de las alfa tripsina inhibidor (ITI) son proteínas con actividad inhibidora de 

proteasas como plasmina, tripsina y elastasa [267, 268], o cuando se incuban con 

células inflamatorias, en particular, los neutrófilos o células cancerosas [269, 270]. 

En nuestros experimentos encontramos elevación en los niveles de expresión de cuatro 

isoformas de la ITI cadena pesada H4 en pacientes con SCASEST (un fragmento de esta 

proteína se encontró disminuido) mientras que ocho isoformas de la ITI cadena pesada 

H2 y una de la ITI cadena pesada H1 presentaron niveles de expresión aumentados en 

los pacientes con SCACEST. Dada la relación existente entre niveles plasmáticos de ITI 

y su relación con enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, la cirrosis 

hepática 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 inflamación asociada al proceso aterosclerótico que desencadena SCA. 

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

que catalizan la conversión rápida de dióxido de carbono y agua a bicarbonato y 
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protones para mantener el equilibrio ácido-base en la sangre y otros tejidos según la 

siguiente reacción: 

CO2 + H20  H2CO3 HCO3
-
 + H

+ 

En nuestro experimento 2D-DIGE, esta enzima presentó niveles de expresión muy 

disminuidos (ratio P/C=-5.02). Esto puede ser debido a que la hipoxia tisular a la que se 

está viendo sometido el músculo cardiaco lleva consigo una situación de acidosis 

intracelular por la producción de ácido láctico a partir de la fermentación anaerobia del 

piruvato obtenido en la glucolisis. Precisamente esa situación de acidosis desplazaría el 

equilibrio de la reacción en sentido contrario al catalizado por la enzima de modo que el 

propio metabolismo disminuiría su síntesis para evitar la formación y liberación de 

mayor contenido ácido en las células. Por tanto dado que la anhidrasa carbónica se 

encontró alterada en pacientes que habían sufrido un SCACEST y no en los pacientes 

que habían sufrido un SCASEST, los niveles plasmáticos disminuidos de esta enzima 

podrían tener potencial para diferenciar la magnitud de la necrosis cardiaca en un SCA. 

Al igual que ocurrió en los dos experimentos 2D-DIGE anteriores, se encontraron 

niveles de expresión disminuidos de apolipoproteínas en pacientes con SCACEST. La 

β-2-Glicoproteína (también conocida como Apolipoproteína H) es una proteína 

abundante del plasma de 50 kDa, capaz de asociarse a elementos aniónicos [276], 

considerada como proteína de unión a fosfolípidos. Por el momento, su papel fisiológico 

aún no está claro, aunque se le han atribuido un papel regulador en la coagulación [277-

280], recientemente ha sido propuesto como marcador de infarto cerebral [281] y 

además se le han atribuido la capacidad de unirse a oxLDL, por lo que podría tratarse de 

una proteína antiaterogénica [282]. Por tanto los niveles de expresión disminuidos 

obtenidos en nuestros experimentos podrían favorecer la aparición de un estado pro-

trombótico y favorecer a la vez la progresión de la aterosclerosis.  

Al igual que ocurría con la alfa-2-macroglobulina la existencia de niveles de expresión 

de la haptoglobina, una de las catorce proteínas retenidas por la columna de depleción, 

pone de manifiesto el importante papel que las proteínas plasmáticas más abundantes 

pueden tener también como marcadores de enfermedad tal y como ya ha sido reflejado 

previamente por nuestro grupo en el análisis de plasma crudo en EAD [246]. La 

haptoglobina es una proteína plasmática de 45 KDa con propiedades antioxidantes 

debido a su unión a la hemoglobina libre evitando el daño tisular oxidativo producido 
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por esta. Es sintetizada principalmente por los hepatocitos, aumentando sus niveles 

durante la inflamación o infección, por lo tanto, su participación en estados de 

oxidación e inflamación ha generado un gran interés por su posible asociación con la 

enfermedad vascular. A pesar de tratarse de un reactante de fase aguda positivo, en 

nuestro experimento hemos encontrados niveles de expresión de esta proteína 

disminuidos en los pacientes con SCACEST. Esta aparente discordancia podría 

explicarse considerando que precisamente los niveles plasmáticos disminuidos de esta 

proteína en el grupo de pacientes contribuye a que tenga lugar el daño tisular oxidativo 

producido por la hemoglobina libre contribuyendo a la aparición de la enfermedad 

cardiovascular. 

Lo mismo se observó con los niveles plasmáticos de la alfa 1B glucoproteína, una 

glicoproteína de fase aguda de 52 KDa sintetizada en el hígado como respuesta a la 

inflamación y daño del tejido. Esta proteína juega un importante papel en el proceso 

inflamatorio ya que su liberación aumenta las defensas antioxidantes y reduce la 

producción de citocinas inducidas por los radicales de oxígeno. Al igual que ocurría en 

el caso de la haptoglobina, niveles disminuidos en pacientes que han sufrido SCACEST 

podrían indicar la presencia de daño tisular oxidativo al carecer del efecto antioxidante 

protector de esta proteína. 

Estrechamente unido a la haptoglobina parece estar el daño tisular oxidativo producido 

por niveles plasmáticos disminuidos de peroxirredoxina-2. Las peroxirredoxinas son 

proteínas antioxidantes con capacidad para proteger a otras proteínas del daño oxidativo 

inducido por especies de oxígeno reactivas (ROS), especialmente el H2O2 [283]. En 

modelos animales se ha visto que ratones knock out para esta proteína desarrollaban 

anemia hemolítica lo que a su vez implica niveles plasmáticos aumentados de 

hemoglobina produciéndose un doble daño tisular oxidativo [284]. En nuestro 

experimento la peroxirredoxina-2 presentó niveles de expresión disminuidos lo que 

podría estar produciendo el daño tisular en el endotelio y por tanto favoreciendo el 

desarrollo de la enfermedad. 

Finalmente, la kallistatina es una proteína de 46 KDa, miembro de la superfamilia de 

los inhibidores de serin proteasas con diversos efectos incluyendo una potente actividad 

vasodilatadora, inhibición 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 reducción de los niveles circulantes de kallistatina, lo que sugiere que 

podría estar implicada en la progresión del daño oxidativo cardíaco. Nuestros resultados 

concuerdan por tanto con los resultados publicados por otros autores ya que obtuvimos 

niveles de expresión disminuidos en los pacientes con SCACEST frente al grupo de 

controles sanos. 

Como conclusión, vemos como los pacientes con SCACEST poseen un perfil 

proteómico característico que les diferencia de aquellos pacientes que han sufrido un 

SCASEST. A diferencia de lo que podría ser esperado de antemano, las proteínas que se 

encuentran diferencialmente expresadas no son proteínas estructurales que provienen de 

la ruptura de tejido muscular, como lo son los marcadores cardiacos clásicos de uso 

clínico (CK, CKMB y Trp). Entre las proteínas que conforman el perfil característico de 

pacientes con SCACEST destacan los niveles de expresión disminuidos de tres 

proteínas con actividad antioxidante (kallistatina, peroxirredoxina-2 y haptoglobina) lo 

que refleja la existencia de un daño oxidativo tisular que va a catalizar el daño 

producido, entre otros, por las ROS plasmáticas sobre el endotelio. 
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2. ANÁLISIS METABOLÓMICO DE PLASMA EN PACIENTES CON 

SCASEST VS CONTROLES SANOS 

El análisis metabolómico completo de plasma en pacientes con SCASEST permitió 

identificar 11 metabolitos cuyos niveles de concentración se encontraban 

estadísticamente alterados entre los dos grupos experimentales a estudio. Por su parte, el 

análisis metabolómico de ácidos grasos en plasma permitió identificar 4 metabolitos 

significativamente alterados, 3 de los cuales también lo estaban en el análisis completo 

de plasma. Considerando ambos experimentos de manera conjunta, el análisis 

metabolómico de plasma permitió la identificación de 12 metabolitos que fueron 

clasificados según su naturaleza química en tres grupos diferentes, amino metabolitos, 

ácidos orgánicos/hidroxílicos y ácidos grasos. 

2.1. Amino metabolitos 

Uno de los resultados más interesantes que proporcionó el análisis metabolómico que 

llevamos a cabo, fue la existencia de 5 aminoácidos cuya concentración se encontraba 

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

 

Figura D_02. Estructura de los amino metabolitos significativamente alterados en el análisis 

metabolómico de plasma de pacientes con SCASEST vs controles sanos. 

La existencia de alteraciones cuantitativas en los niveles plasmáticos de aminoácidos ha 

sido previamente descritas en diferentes enfermedades cardiovasculares con resultados 

Glicina Alanina Serina 

Leucina Treonina 
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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 anabólicas de estos metabolitos o 

un aumento en las rutas catabólicas.  

De ambas posibilidades, el aumento del catabolismo de los aminoácidos puede 

explicarse considerando de manera conjunta la capacidad glucogénica y cetogénica de 

los aminoácidos junto con la situación de hipoxia gradual a la que se ven sometidas las 

células del músculo cardiaco en las fases más desarrolladas de la aterosclerosis.  

En general, el nitrógeno potencialmente tóxico de los aminoácidos es eliminado vía 

transaminación/desaminación en el ciclo de la urea. Por su parte, los esqueletos de 

carbono se conservan generalmente como carbohidratos, vía gluconeogénesis, o como 

ácidos grasos vía síntesis del ácido graso. Esto es la razón de su carácter glucogénico, 

cetogénico, o glucogénico y cetogénico. Los aminoácidos glucogénicos son los que dan 

lugar a una producción neta de piruvato o intermediarios del ciclo de Krebs (α-

cetoglutarato u oxaloacetato) que a su vez son precursores de la glucosa vía 

gluconeogénesis. Todos los aminoácidos excepto la lisina y la leucina son al menos en 

parte glucogénicos. La lisina y la leucina son los únicos aminoácidos que son solamente 

cetogénicos, dando lugar exclusivamente a acetil-CoA o a acetoacetil-CoA, ninguno de 

los cuales puede generar la producción neta de glucosa pero cuyos productos 

catabólicos si pueden incorporarse al ciclo de Krebs permitiendo la producción de 

energía en las células. 

Ante una situación de hipoxia inicial el piruvato obtenido en la glucolisis para la 

obtención de energía va a sufrir parcialmente fermentación láctica debido a la falta de 

oxígeno, por lo que las células pueden verse obligadas a aumentar el consumo de 

glucosa para mantener sus niveles de producción de energía. Es posible, por tanto, que 

el metabolismo celular utilice bajo esta situación sus reservas de aminoácidos como 

fuentes de producción de energía para la formación de glucosa en caso de los 

glucogénicos cuyos niveles de concentración se encontraron disminuidos (alanina, 

glicina, serina y treonina) y como formadores de acetil-CoA en el caso de la leucina que 

podrán incorporarse al ciclo de Krebs en un intento de compensar el déficit de energía 

secundario a la hipoxia.  
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2.2. Ácidos orgánicos/hidroxílicos 

 

Figura D_03. Estructura de los ácidos orgánicos/hidroxílicossignificativamente alterados en el análisis 

metabolómico de plasma de pacientes con SCASEST vs controles sanos. 

El citrato junto con otros metabolitos del ciclo de Krebs (α-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 aminoácidos que también observamos en el grupo de pacientes con SCASEST. 

Como se explicó anteriormente, pensamos que el bajo rendimiento energético que el 

metabolismo de la glucosa produce en las células sometidas a hipoxia debido a la 

fermentación láctica del piruvato obtenido en la glucolisis puede hacer que se utilicen 

las reservas de aminoácidos gracias a su potencial glucogénicos dando lugar a piruvato 

o intermediarios del ciclo de Krebs que a su vez son precursores de la glucosa vía 

gluconeogénesis. Por tanto la producción de intermediarios del ciclo de Krebs a partir 

de las reservas de aminoácidos podría explicar los niveles plasmáticos elevados de 

algunos de ellos y a la vez su uso como precursores de glucosa explicaría 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-cetoácidos de 

cadena ramificada lo que impide metabolizar los aminoácidos leucina, isoleucina y 

valina, lo cual lleva a una acumulación de sus metabolitos en la sangre. En nuestro 

análisis metabolómico encontramos niveles aumentados de 2-oxo-3-metilvalérico en 

pacientes con SCASEST lo que podría confirmar nuestra hipótesis de que la célula 

cardiaca sometida a hipoxia utiliza sus reservas de aminoácidos como fuente de energía 

Ác. 2-OH-benzoico Citrato Ác. 2-oxo-3-metilvalérico 
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puesto que la isoleucina puede transformarse en acetil CoA (Figura D_04) el cual 

entraría en el ciclo de Krebs para obtener energía. 

 

Figura D_04. La falta de oxígeno en las células provoca que estas utilicen sus reservas de aminoácidos 
para obtener energía gracias a carácter cetogénico y glucogénico. 

Por último, encontramos en el grupo de pacientes con SCASEST niveles aumentados de 

ácido 2-OH-benzoico (ácido salicílico), el cual es el metabolito principal del ácido 

acetilsalicílico (aspirina), un antiagregante utilizado como parte del tratamiento 

farmacológico inicial del SCA. Esto explica fácilmente por qué este metabolito se 

detectó únicamente en el grupo de pacientes con SCASEST y por tanto no ha sido 

considerado como un posible marcador de SCA. 

2.3. Ácidos grasos 

Los ácidos grasos son moléculas biológicamente activas con una amplia variedad de 

efectos. Durante décadas, los ácidos grasos han sido un foco de las recomendaciones 

dietéticas para la salud del corazón. Los ácidos grasos saturados y los ácidos grasos 

insaturados trans se consideran como los más perjudiciales para la salud mientras que 

los ácidos grasos insaturados(omega 3 y omega 6) se han considerado como 
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beneficiosos para el corazón si bien recientes investigaciones epidemiológicas 

cuestionan la existencia de estos beneficios [293].  

 
Figura D_05. Estructura de los ácidos grasossignificativamente alterados en el análisis metabolómico de 

ácidos grasos en plasma de pacientes con SCASEST vs controles sanos. 

En el estudio metabolómico de ácidos grasos en plasma encontramos cuatro metabolitos 

que presentaban alteraciones estadísticamente significativas entre los dos grupos 

experimentales, ácido palmítico, ácido trans palmitoleico, ácido cis-vaccenico y ácido 

linoleico (Figura D_05). De ellos, 3 ácidos grasos, ácido palmítico, ácido trans 

palmitoleico y ácido cis-vaccenico se encontraron elevados en pacientes con SCASEST 

mientras que el ácido linoleico se encontraba disminuido en este grupo. Además, 3 de 

los 4 ácidos grasos significativamente alterados en este estudio (ácido palmítico, ácido 

cis-vaccenico y ácido linoleico) también se encontraban significativamente alterados en 

el estudio metabolómico completo de plasma y posteriormente fueron validados 

mediante GC/MS de modo que esta validación confirmó la validez de los resultados 

obtenidos en el estudio de ácidos grasos. 

Como se puede ver en la Figura D_05 el ácido palmítico, ácido palmitoleico y ácido cis-

vaccenico que se encontraron elevados en el grupo de pacientes con SCASEST son 

ácidos grasos son saturados y monoinsaturados lo que concuerda con los resultados 

descritos previamente por otros autores. Por el contrario, el ácido linoleico, un ácido 

Ác. palmítico Ác. cis vaccenico 

Ác. palmitoleico Ác. linoleico 
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graso omega 6 se encontró disminuido en el grupo de pacientes con SCASEST lo que 

confirmaría su carácter protector frente a enfermedades cardiovasculares. 

El primer paso en la biosíntesis de ácidos grasos es la síntesis de ácido palmítico que es 

precursor del los demás ácidos grasos mediante un mecanismo de alargamiento y 

desaturación. Diversos autores han descrito niveles plasmáticos aumentados de ácido 

palmítico en pacientes con SCA [294-296]. Estos resultados parecen indicar que el 

ácido palmítico produce una serie de alteraciones metabolómicas que favorecen el 

desarrollo de la aterosclerosis. Así se ha identificado que la presencia de niveles 

plasmáticos elevados induce la secreción y expresión de ARNm de TNF-alfa, IL-1A, 

IL1B, IL6, IL8, CXCL2, CXCL3, CCL20 y SPP1 entre otras [297, 298] lo que 

demuestra su contribución al desarrollo de inflamación vascular. 

Del mismo modo se ha asociado un elevado riesgo de sufrir un SCA en pacientes con 

niveles elevados de fosfolípidos formados ácido palmitoleico y ácido cis vaccenico 

[299]. La escala de riesgo Framingham muestra una asociación positiva entre la 

presencia aumentada de fosfolípidos que contienen ácido cis-vaccenico y valores de 

estimación de filtrado glomerular disminuido. Por tanto, según estos resultados altos 

niveles plasmáticos de fosfolípidos formados por ácido cis-vaccenico provocarían un 

daño renal el cual contribuye como un factor de riesgo a la aparición de un SCA. A 

pesar de estos resultados son necesarios nuevos estudios que expliquen por qué este tipo 

concreto de fosfolípidos producen daño renal y su contribución al desarrollo de un SCA.  

En nuestro estudio encontramos niveles de ácido linoleico disminuidos en pacientes con 

SCASEST. A pesar del efecto protector y cardiosaludable que se le ha atribuidos 

históricamente a los ácidos grasos omega 3 y omega 6, los resultados obtenidos por 

estudios recientes revelan su posible efecto pro-aterogénico y pro-inflamatorio. Así se 

ha descubierto que el ácido linoleico activa las células endoteliales a través de diversos 

mecanismos y actúa como un agente pro-aterogénico y pro-inflamatorio además de 

activar al el factor nuclear-kappa B (NF-kB) y aumentar la expresión de moléculas de 

adhesión en células endoteliales en medios de cultivo [300, 301]. Sin embargo también 

se sabe que el ácido linoleico tiene un efecto beneficioso sobre la función renal, 

retrasando la aparición de insuficiencia renal gracias a una disminución en la 

concentración de moléculas inflamatorias [302]. Es posible por tanto, que la presencia 

de las distintas fracciones de ácidos 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 ácidos grasos pueden tener sobre el desarrollo 

del SCA. 

 



 

191 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusiones 

 



 

192 
 

  



Conclusiones 

 
 

193 
 

 

Conclusiones 
 

No basta con alcanzar la sabiduría, es necesario saber utilizarla 

Marco Tulio Cicerón 

 

1) La depleción de las proteínas mayoritarias del plasma humano utilizando un sistema 

cromatográfico de inmunoafinidad constituye un método eficaz y reproducible que 

permite estudiar la expresión de las proteínas menos abundantes mediante electroforesis 

bidimensional diferencial (2D-DIGE). 

2) La ecualización de las proteínas del plasma humano utilizando el sistema comercial 

ProteoMiner (BioRad) constituye un método eficaz y reproducible que permite estudiar 

la expresión de las proteínas menos abundantes mediante 2D-DIGE. 

3) La depleción y la ecualización son dos métodos de pre-tratamiento de la muestra que 

permite disminuir el rango dinámico del plasma y que ofrecen resultados 

complementarios en la búsqueda de nuevos biomarcadores de SCA.  

4) El análisis mediante 2D-DIGE del plasma deplecionado en pacientes con SCASEST 

mostró 23 proteínas diferencialmente expresadas respecto a los individuos sanos. Por su 

parte, el análisis mediante 2D-DIGE del plasma ecualizado en pacientes con SCASEST 

mostró 11 proteínas diferencialmente expresadas respecto a los individuos sanos. 

5) El análisis mediante 2D-DIGE del plasma deplecionado en pacientes con SCACEST 

mostró 11 proteínas diferencialmente expresadas respecto a los individuos sanos de las 

cuales tres, antitrombina III, fibronectina y hemopexina aparecían también 

diferencialmente expresadas en el análisis mediante 2D-DIGE del plasma deplecionado 

en pacientes con SCASEST. 

6) Los resultados obtenidos mediante 2D-DIGE muestran la existencia de un perfil 

proteómico diferente y característico 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 

proteínas diferencialmente expresadas en el plasma de pacientes con SCA frente a 

controles sanos las cuales están implicadas en varios procesos fisiológicos, tales como 

la coagulación, la inflamación y respuesta inmune, el metabolismo, el transporte y la 

inhibición de proteasas. 

8) El uso combinado de la inmunodetección y la técnica de monitorización de reacción 

seleccionada (SRM), permitió llevar a cabo la validación de 21 proteínas que se 

encontraron diferencialmente expresadas en SCA mediante 2D-DIGE. 

9) La cromatografía de gases unida a espectrometría de masas (GC-MS) constituye una 

técnica robusta, sensible y de elevada reproducibilidad para el estudio metabolómico de 

muestras de plasma permitiendo la identificación de 68 metabolitos diferentes. 

10) El análisis metabolómico mediante GC-MS de plasma en pacientes con SCASEST 

frente a controles sanos permitió la identificación 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 análisis metabolómico mediante GC-MS de ácidos grasos en plasma de pacientes 

con SCASEST frente a controles sanos permitió la identificación de 4 ácidos grasos 

significativamente alterados. 

12) Mediante GC-MS se validaron 11 de los 15 metabolitos que se encontraron 

significativamente alterados en el estudio metabolómico completo de plasma en 

pacientes con SCASEST frente a controles sanos. 
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