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RESUMEN

Titulo:

Andlisis protedmico en plasma de pacientes con sindrome coronario agudo.*

Autor:

Yenny Bueno Duarte **

Palabras clave:

Analisis proteémico, electroforesis de proteinas 2D, Sindrome coronario agudo.

Descripcion:

Las dificultades que se presentan al establecer la gravedad de las afecciones coronarias que
muestran los pacientes con sindrome coronario agudo (SCA) sin elevacion del segmento ST; nos
permitieron plantear la importancia que representarian en el diagndstico, pronostico y en el
entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad; las proteinas con niveles de expresion
alterados, que puedan ser identificadas en el plasma de estos pacientes. Por ello, se comparé la
expresién de proteinas en el plasma de diez pacientes con infarto agudo del miocardio (NSTEMI),
diez pacientes con angina inestable (Al) y diez pacientes sanos tomados como control. La
separacién de proteinas se realizd usando herramientas protedmicas como: electroforesis
bidimensional (2D-PAGE). Posteriormente, el analisis de los mapas proteicos se llevé a cabo
mediante el software PD-QUEST versién 8.0.1 (Biorad) y finalmente, se determindé la identidad de
las proteinas de interés por medio de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tandem (LC-MS/MS); y las bases de datos especializadas de proteinas, haciendo uso de los
motores de blsqueda Phenyx y Sequest, respectivamente. Las manchas identificadas
inequivocamente, que presentaron niveles de expresion aumentados en los pacientes con
NSTEMI, con respecto a los demés pacientes analizados, fueron: la haptoglobina, la antitrombina y
una “proteina no caracterizada”. Por otro lado se identificaron isoformas de la ail-
Antiquimiotripsina, cuyos niveles de expresion fueron menores en los pacientes con SCA con
respecto a los controles.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Salud — Escuela de Medicina — Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas — Director
TORRES SAEZ, Rodrigo Gonzalo.
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SUMMARY

Proteomics analysis in plasma of patients with acute coronary syndrome*

Author:

Yenny Bueno Duarte**

Keywords: Proteomic analysis, 2D protein electrophoresis, acute coronary syndrome.

Description:

The difficulties encountered in establishing the severity of coronary artery disease shown by
patients with non-ST elevation acute coronary syndrome (ACS), we were allowed to raise the
importance of voice at diagnosis, prognosis and information on the physiological of proteins with
altered expression levels, which can be identified in the plasma of these patients. Therefore, we
compared the expression of proteins in the plasma of ten patients with acute myocardial infarction
(NSTEMI), ten patients with unstable angina (UA) and ten healthy patients taken as control. Protein
separation was performed using proteomics tools such as two-dimensional electrophoresis (2D-
PAGE). Subsequently, the protein map analysis was performed using PD-QUEST software (Biorad)
and finally determined the identity of the proteins of interest by liquid chromatography with tandem
mass spectrometry detection (LC-MS/MS) using NCBI and two different search engines, namely
PHENYX and SEQUEST, respectively for the identification and characterization of proteins and
peptides. The unequivocally identified spot that showed increased expression levels in patients with
NSTEMI, with respect to the other two patients were haptoglobin, antithrombin and an
"uncharacterized protein." Also identified some isoforms of a1-Antiquimiotripsina, whose expression
levels were lower in ACS patients compared to controls.

* Thesis
** Faculty of Health —School of Medicine— Mastery in Basic Biomedical Science — Director
TORRES SAEZ, Rodrigo Gonzalo.
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INTRODUCCION

El fallecimiento de mas de 15 millones de personas en el mundo a causa de
enfermedades coronarias, hace que esta enfermedad sea considerada la
pandemia mas importante del siglo XXI. Las estadisticas publicadas por el
Ministerio de Proteccion Social, muestran que en Colombia los Sindromes
coronarios agudos (SCA) son la principal causa de muerte tanto en hombres como
en mujeres mayores de 45 afios, superando incluso las muertes violentas o las

producidas por los diferentes tipos de canceres (Beltran y col., 2008).

Dentro de los SCA cobran especial interés aquellos pacientes que no presentan
registros de supradesnivel en el electrocardiograma; en este caso los marcadores
bioquimicos son los que establecen la gravedad de la afeccion, al discriminar entre
un Infarto agudo del miocardio (NSTEMI) o una Angina inestable (Al) (cuadro
clinico menos grave) (Antman y col., 2000). No obstante, la baja especificidad de
los marcadores bioquimicos disponibles y el tiempo que tardan en elevar sus
niveles en el plasma, contribuye al aumento de los indices de mortalidad y los

gastos médicos (Rubio, 2003).

Los avances en el conocimiento de la fisiopatologia de los SCA, sugieren que se
trata de una enfermedad multifactorial, donde intervienen diversos factores
genéticos, inmunoldgicos e inflamatorios; ademas de los factores de riesgo que
favorecen el progreso de la arterioesclerosis y por ende el desarrollo de los SCA
(Vilarifio y col., 2004; Morrow y col., 2003). En la actualidad, los estudios se dirigen
hacia encontrar moléculas, enzimas o proteinas que se relacionen con un estado
patolégico o normal, y para ello se han desarrollado herramientas protedmicas,
como la electroforesis bidimensional 2D-PAGE, la espectrometria de masas y el

analisis bioinformatico (Issaq y col., 2008). ElI conocimiento de los mecanismos
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que estan involucrados en el desarrollo de los SCA, sumado al uso de las
estrategias protedmicas, constituyen un buen escenario en la busqueda de
proteinas que podrian ser candidatos a marcadores bioquimicos de los SCA sin

supradesnivel.

Por ello, en este estudio se estudia la expresion diferencial de proteinas, mediante
electroforesis bidimensional 2D PAGE, espectrometria de masas (LC-MS/MS) y
bioinformética, del plasma de 20 pacientes con SCA sin supradesnivel ((10)
NSTEMI y (10) Al en la fase aguda), y un grupo de 10 pacientes sanos tomados
como controles. Estas proteinas diferencialmente expresadas podrian ser
candidatos a marcadores bioquimicos de la enfermedad, contribuyendo de esta
manera a establecer el diagnostico y por ende mejorar el tratamiento de los
pacientes con SCA sin supradesnivel.
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1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1 LA ENFERMEDAD CORONARIA

“‘En la actualidad, la enfermedad coronaria se considera la pandemia mas
importante del siglo XXI. Se calcula que en 1996 fallecieron en el mundo 15
millones de personas por enfermedades cardiovasculares, lo que representa 29%
de la mortalidad total. Por otra parte, la aterosclerosis y sus complicaciones son la
principal causa de mortalidad y morbilidad en los paises desarrollados. En Estados
Unidos 60 millones de adultos padecen de enfermedades cardiovasculares, lo cual
representa un 42% de las muertes que se presentan en un afio y costos
econémicos en tratamientos que ascienden a $218 billones de doélares. Sin
embargo, de acuerdo con datos de la OMS, el niumero absoluto de muertes
atribuibles a enfermedad cardiovascular es mayor en paises en vias de desarrollo
en comparacion con los mas desarrollados (9 vs. 3 millones) (Organizacion Mundial de

la Salud: Reporte de morbilidad y mortalidad 2003).

Estadisticas publicadas por el Ministerio de Proteccion Social muestran que en
Colombia la enfermedad isquémica del corazén es la principal causa de muerte
tanto en hombres como en mujeres mayores de 45 afos, superando incluso las
muertes violentas o las producidas por los diferentes tipos de canceres. Los
departamentos con mayores tasas de mortalidad por enfermedad coronaria (datos
del 2008) fueron en su orden: Caldas, Boyaca, Quindio y Tolima, y las menores

fueron en Guainia y Vaupés” (Beltran y col., 2008).
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1.1.1 La arterioesclerosis El desempefio eficiente del musculo cardiaco esta
condicionado al aporte continuo de oxigeno, esta contribucion la obtiene de
la sangre que viaja a través de las arterias coronarias. La arterioesclerosis o
acumulacion durante afios de depdsitos de naturaleza lipidica y la posterior
formacion de placas de ateroma en las paredes arteriales; provoca el
engrosamiento y endurecimiento de la pared vascular. La erosion y ruptura
de estas placas ocasionan la formacion de un trombo o coagulo que impide
el flujo sanguineo a través de la arteria, provocando isquemia o deficiencia
de oxigeno, lo cual es la causa de los Sindromes coronarios agudos (SCA).
(Parmet 2004) (Fig.1).

Arteria Coronaria
Principal lzquierda

Anteria
Coronaria
Derecha

Figura 1.1. Representacién del corazén humano y sus arterias. Se muestra en detalle la
formacion de placa de ateroma en la arteria coronaria izquierda. Tomada de Parmet S, Glass
TJ, Glass RM. JAMA 2004; 292: 254.

La arterioesclerosis es una enfermedad lentamente progresiva que comienza en la
infancia y tiene su maxima incidencia de los 45 y 60 afios. El desarrollo de la
arterioesclerosis presenta dos etapas evolutivas bien definidas. Las fases iniciales
de formacion de la placa de lipidos en las arterias, y la ruptura y posterior
trombosis de la placa ya formada, que da lugar a la angina inestable, el infarto del

miocardio y la muerte subita (Zarco, 1996).
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“El proceso aterosclerodtico presenta como sintoma patoldgico inicial la disfuncién
endotelial; cuando el endotelio funciona normalmente, es un 6rgano de un trillon
de células que producen mas de 60 moléculas que contribuyen a la homeostasis
vascular mediante la regulacién de la vasodilatacion arterial, la inflamacién, la
proliferacion celular, y la modulacion de la trombosis-fibrindlisis. Un endotelio
disfuncional genera un entorno caracterizado por inflamacion, proliferacion y
estado pro-tromboético que favorece la instalacion de la aterosclerosis” (Weiss y
col., 2002; Fuster y col., 1991).

1.1.2 Formacion de la placa de ateroma Las células endoteliales disfuncionales
expresan moléculas de adhesion celular como selectinas (moléculas de adhesion
vascular celular [V-CAM] e intercelular [I-CAM]), sintetizan y liberan citoquiinas
inflamatorias y proteinas quimiotacticas que contribuyen a la migracion y
penetraciéon de monocitos y linfocitos T en la pared arterial (Cybulsky y col., 2001).
Una vez adheridos e introducidos en la intima arterial, los leucocitos participan del
proceso inflamatorio, lo retroalimentan y perpetian, transformandose en
macrofagos que expresan receptores (receptores recolectores) que fagocitan las
lipoproteinas especialmente modificadas por la oxidacion (LDL oxidadas).
Aparentemente no existe un mecanismo que regule el proceso de fagocitosis de
lipoproteinas en los macrofagos, lo cual induce su degradacién y posterior
transformacién en células espumosas, (foam cells) responsables de la aparicion
de estrias grasas (Hansson, 2005). Un estudio del contenido de macro6fagos en el
tejido de la placa coronaria realizado a pacientes con sindrome coronario agudo
(SCA) estables e inestables, concluyd que aquellas areas ricas en macrofagos son
mayormente encontradas en pacientes con angina inestable e infarto agudo del

miocardio sin elevacion del segmento ST (Moreno y col., 1994).

Finalmente, la lesion progresa con la migracion alrededor del nucleo lipidico de las

células musculares lisas de la pared arterial, que posteriormente conformaran la
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capa fibrosa de la placa de ateroma con la produccién de proteinas de matriz
como elastina, colageno y proteoglucanos. Aunque estas proteinas refuerzan la
placa y la protegen de la ruptura, se ha determinado que en placas vulnerables los
linfocitos T liberan interferon gamma en el seno de la placa, que inhibe la sintesis
de colageno por las células musculares lisas de la pared arterial, lo que limita su
capacidad de renovar el colageno que refuerza la cubierta de la placa haciéndola
mas fragil y susceptible a la ruptura (Falk y col., 1995; Gensini y col., 2002;
Vilarifio y col., 2004).

1.1.3 Ruptura de la placa La ruptura de la placa de ateroma se presenta
por diversos factores. Se ha destacado la influencia de factores mecanicos que
producen la ruptura y/o desgaste de la placa debido al impacto del flujo sanguineo
sobre ésta; y factores biolégicos, concernientes a la inflamacion y a la apoptosis
de las células del tejido muscular liso (Gutstein 1999; Bauriedel y col., 1999; Gdéran
y col., 2005).

El proceso inflamatorio ademas de ser el promotor de la iniciacién, progresion y
posterior vulnerabilidad de las lesiones ateroescleréticas; contribuye
decisivamente a la precipitacion de las complicaciones trombaoticas producto de la
ruptura de la placa de ateroma. El macréfago activado, muy abundante en el
ateroma, puede producir enzimas proteoliticas, como las metaloproteinasas
matriciales (MMP), familia de mas de 20 componentes que incluye colagenasas,
gelatinasas y elastasas; capaces de degradar los componentes de la capa fibrosa
protectora del ateroma, adelgazandola y debilitandola. (Loftus y col., 2002;
Dobaczewski y col., 2010). “Con la ruptura o erosion de una placa aterosclerética,
la matriz subendotelial (ndcleo lipidico, colageno y factor tisular) queda expuesta a
la sangre circulante y sobreviene la formacién de un trombo no oclusivo rico en
plaquetas (Fuster 1991). La liberacion del factor tisular parece ser el mecanismo

por el cual se activa el sistema plasmatico de la coagulacion, que a través de la
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activacion del factor X (Xa) origina la formacion de trombina, y a su vez tiene un rol

central en la trombosis arterial” (Vilarifio 2004).

1.1.4 Ruptura de la placa, manifestaciones clinicas El principal
mecanismo para la oclusién del flujo es la formacién intraluminal de un trombo,
pues la exposicion del centro lipidico de la lesion y las fibras de colageno,
favorecen la formacion del codgulo. La extensién de la exposicion de los
componentes de la placa, el grado de estenosis y la tendencia del sistema
trombilitico son los factores mas importantes al establecer el grado de la respuesta
trombolitica ante la ruptura de la placa de ateroma. Si bien el tamafio de una placa
es importante, no lo es menos su morfologia y su tendencia a la ruptura y la
trombosis. En definitiva, la presentacion clinica depende de la magnitud y lo
abrupto de la ruptura de la placa, el tamafio del trombo, la vasoconstriccion local y
por ende, la duraciéon de la obstruccién flujo sanguineo (Falk y col., 1995; Antman
y col., 2000; Gensini y col., 2002).

Adicionalmente, en la actualidad se considera la existencia de pacientes
vulnerables que presentan de manera difusa placas, sangre y miocardio
vulnerables (Beltran y col., 2008). Ademas de otros factores, cuya presencia esta
asociada con un incremento de la trombogenicidad de la sangre, como la
elevacion de los niveles séricos del cLDL, el habito tabaquico, la hiperglucemia y

la hemostasia, entre otros (Vilarifio y col., 2004).

1.1.5 Sindrome coronario agudo. EIl conjunto de manifestaciones de
cardiopatia isquémica o insuficiencia coronaria, que tienen como causa comun la
disminucién del aporte de sangre al miocardio, producto de la obstruccion parcial o
total de las arterias coronarias, generalmente causada por placas de ateroma (por
si mismas o por la trombosis provocada por su ruptura), constituye los sindromes

coronarios agudos (SCA) y comprende tres grupos de afecciones: angina de
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pecho inestable, cuando la isquemia no llega a provocar necrosis en el tejido
miocardico; el infarto agudo de miocardio, cuando la isquemia produce necrosis en
una porcion del miocardio; y la muerte subita, cuando los impulsos eléctricos del
corazén se alteran (taquicardia y/o fibrilacion ventricular) provocando el paro

cardiaco” (Mumarriz, 2009).

1.1.6 Clasificacion Actualmente, los criterios de diagnéstico en un SCA se
han atribuido mayormente, al aumento en los marcadores bioquimicos de dafio
miocardico y las alteraciones en el electrocardiograma; especialmente en el tramo
existente entre el final del complejo QRS y la onda T (segmento ST). La
desviacion del segmento ST respecto a la linea base, es considerada como el
mejor indicador no invasivo para evaluar la presencia de un trastorno isquémico
(Gonzéalez 2004). De acuerdo a esto y a las diferencias en la extension y duracion
de la isquemia que resulta de la obstruccién del flujo coronario; los diferentes SCA
se han clasificado en: SCA con elevacion del segmento ST y SCA sin elevacién de
dicho segmento. EI SCA con elevaciéon del segmento ST, comprende el Infarto
Agudo del Miocardio (IAM), que implica irrigacion sanguinea deficiente, dafio
tisular en una parte del corazén y tratamiento de reperfusion urgente. El SCA sin
elevacion de dicho segmento, incluye la angina inestable (Al), que no compromete
dafio en el tejido cardiaco y se considera un estado transitorio que finalmente
produce angina de reposo; y el Infarto Agudo del Miocardio sin elevacion del
segmento ST (NSTEMI). La presentacion clinica de los SCA sin elevaciéon del ST
es similar, pero difiere en la severidad. Es decir, en la gravedad de la isquemia a la
que fue sometido el musculo cardiaco, y si ésta es lo suficientemente severa como
para causar dafo en el tejido que pueda ser detectado a través de los marcadores
de dafio miocardico (troponina, la creatin fosfocinasa fraccion MB (CPK-MB, entre
otros). De modo que la elevacion en estos marcadores, indicaria que se trata de

un NSTEMI. No obstante, el aumento en los niveles de estos marcadores
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bioquimicos, puede tardar en elevarse, y el manejo inicial de ambos sindromes
(Al, NSTEMI) debe ser idéntico (Antman y col., 2000).

En los centros especializados del corazdn en nuestro pais, los pacientes con SCA
sin elevacion del ST son sometidos a terapia de reperfusion, sin establecer si
corresponde a un NSTEMI o una Al. Ademas del incremento en los gastos
medicos al realizar esta intervencion, este procedimiento se ha asociado con
efectos adversos producto de la activaciébn de la cascada inflamatoria que se
manifiesta con el deterioro funcional, arritmia y la progresién acelerada de la
muerte celular en determinados miocitos heridos (Buja 2005). Mientras tanto, en
los hospitales de primer nivel, los pacientes con SCA sin elevaciéon del ST deben
esperar los resultados de los marcadores de dafio miocardico, para recibir un
tratamiento adecuado. Actualmente, la medicion de los niveles de troponina
constituye la herramienta de diagndstico mas efectiva. Sin embargo, su uso es
limitado, debido a que su medicion no se realiza en todos los hospitales y no esta
cubierto por el Plan Obligatorio de Salud (POS). Sumado a esto, se presentan
dificultades en establecer los valores positivos 0 negativos que determinan el
diagnéstico de estos pacientes y en el tiempo necesario para que se presente la
elevacion de sus niveles en el plasma, lo cual contribuye al aumento de la

mortalidad asociada a esta patologia (Rubio, 2003).

1.2 MARCADORES BIOQUIMICOS.

Los avances en el conocimiento de la fisiopatologia de los SCA han permitido
establecer nuevos biomarcadores, es decir, se ha determinado la presencia de
moléculas, proteinas o enzimas cuyos cambios medibles pueden estar asociados
al desarrollo de la enfermedad, al funcionamiento cardiovascular adecuado o a

una respuesta a un tratamiento o medicamento (Ramachandran, 2006).
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La comprensién de los eventos que desencadenan un SCA y la alta incidencia de
esta enfermedad; han planteado la necesidad de usar una estrategia de multi-
biomarcadores, que permitan apoyar y hacer mas eficiente el diagndstico,
principalmente de los pacientes con SCA sin elevacion del segmento ST (Morrow
y col., 2003). Los hallazgos en el electrocardiograma de los pacientes con SCA
con supradesnivel, indican que deben ser sometidos a un procedimiento inmediato
dirigido a restablecer el flujo sanguineo, sin considerar el resultado analitico de los
niveles de los marcadores bioquimicos de dafio miocardico. Mientras que, en los
SCA sin supradesnivel, la presencia de los marcadores bioquimicos es vital para
discriminar entre una angina inestable y un NSTEMI. En el caso de presentarse un
NSTEMI, los pacientes requieren, al igual que en el IAM, un tratamiento invasivo
para restablecer el flujo sanguineo. (Antman y col., 2000; Rubio, 2003; Lugo Yy col.,
2006). Han surgido biomarcadores de inflamacion, necrosis de los miocitos, estrés
hemodindmico, dafio vascular, progresion de la arterioesclerosis, entre otros.
Estas moléculas constituyen un medio no invasivo, util en el entendimiento de las
causas, consecuencias y repercusion de los SCA. La estrategia de multi-
biomarcadores podria convertirse en una gran herramienta que junto a los
hallazgos fisicos y electrocardiograficos podrian ayudar en la toma de decisiones
en cuanto al diagndstico y tratamiento de los SCA (Morrow y col., 2003; Vivanco y
col., 2005). A continuacién presentamos algunas de las proteinas mas
representativas de cada uno de los grupos asociados con enfermedades

cardiovasculares.

1.2.1 Biomarcadores de inflamacion La inflamacion es importante en la
patogénesis y progresion de muchas formas de falla cardiaca y sus marcadores
proteinicos han sido objeto de intensa investigacion. La proteina C reactiva es una
proteina de fase aguda sintetizada por hepatocitos en respuesta a la citoquina
proinflamatoria interleucina 6. La elevacion en los niveles de proteina C reactiva

desencadena efectos adversos en el endotelio vascular, debido a la reduccion en
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la liberacion de Oxido nitrico, el incremento en la produccion de endotelina-1 e
induccion de expresibn de moléculas de adhesion endotelial. Estos
descubrimientos sugieren que la proteina C reactiva podria presentar un rol causal
en la enfermedad vascular y por tanto convertirse en un blanco terapeutico. Sin
embargo, los niveles elevados de proteina C reactiva carecen de especificidad;
debido a que infecciones agudas o cronicas, consumo de cigarrillo y los estados
inflamatorios activos son frecuentemente asociados con niveles elevados de

proteina C reactiva (Goran y col., 2005).

En 1990, Levine y col. describieron niveles elevados de TNF-a en pacientes con
falla cardiaca. La TNF-a y las dltimas tres interleucinas (interleucina 1, 6, 18) son
consideradas citoquinas proinflamatorias producidas por las células nucleadas en
el corazén. La TNF-a causa dilatacion ventricular izquierda, aparentemente a
través de la activacion de metaloproteinasas. La hipotesis de las citoquinas
propone que ante un efecto estresante, como una lesion cardiaca isquémica, se
desencadenan respuestas innatas de estrés e incluso elaboracion de citoquinas
proinflamatorias. El efecto de esas citoquinas est4 asociado con el deterioro en la
funcién ventricular izquierda, puesto que promueve la formaciéon de la placa de
ateroma y por ello, la aceleracién de la progresion de la falla cardiaca. Se ha
propuesto el uso de inhibidores de Interluquina 18 con el propésito de limitar la
progresion y las complicaciones de la arterioesclerosis (Hartford y col., 2010)

1.2.2 Biomarcadores de estrés oxidativo. El estrés oxidativo es producto
de un desbalance entre las especies reactivas de oxigeno y los antioxidantes
endogenos de los mecanismos de defensa. El desbalance provoca profundo
deterioro en la funcién endotelial y favorece la progresion de la falla cardiaca
(Weseler y col., 2010). El estrés oxidativo produce apoptosis o necrosis de los
miocitos. Esto esta asociado con arritmia y disfuncion endotelial. Estas dificultades

asociadas a la aparicion de estrés oxidativo, han permitido medir los siguientes
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marcadores indirectos: Lipoproteinas de baja densidad oxidadas, malondialdehido
y mieloperoxidasa. Hay evidencia de que la xantina oxidasa, la cual cataliza la
produccion de dos oxidantes: la hipoxantina y la xantina, participa en la disfunciéon
endotelial, la hipertension y en la falla cardiaca (Berry y col., 2004; Braunwald,
2008).

1.2.3 Biomarcadores de remodelamiento de la matrix extracelular. El
remodelamiento de los ventriculos desempefia un rol importante en la enfermedad
coronaria, debido a que la matriz extracelular provee un esqueleto para los
miocitos y determina su tamarfio y forma. Normalmente, existe un balance entre las
metaloproteinasas de la matriz y los inhibidores de los tejidos de
mataloproteinasas. Un desbalance en este equilibrio esta asociado con dilatacion
ventricular y remodelamiento. Por lo tanto, los marcadores elevados de
regeneracion de matriz extracelular, por un lado, y de la sintesis de colageno
excesivo; por el otro, son asociados con el deterioro de la funcién ventricular
izquierda. Los marcadores bioquimicos de estos procesos parecen ser objetivos
importantes en la terapia de este tipo de enfermedades. Actualmente han sido
identificadas 15 metaloproteinasas de la matriz, varias formas de procolageno y de

inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (Loftus y col., 2002).

1.2.4 Biomarcadores de estrés de los miocitos. La tension del
miocardio, la hipoxia tisular y otros factores desencadenantes, generan la
liberacion de péptidos y proteinas que han sido evaluadas en el diagnéstico de los
SCA y actualmente es objeto de intensa investigacion el papel que podrian
desempeiiar en la estratificacion del riesgo y prediccion de la mortalidad en
pacientes con SCA (Rebhi y col., 2010). Dentro de estos péptidos destacamos el
péptido natriurético proB, puesto que su expresién no sélo esta condicionada al

estrés de los miocitos, sino que se ha correlacionado con remodelamiento de la
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matriz extracelular, disfuncion endotelial y falla cardiaca congestiva (Morrow y col.,
2003).

El Péptido natriurético tipo B (BNP) es un péptido que actta como una
neurohormona y se segrega en los ventriculos y los tejidos auriculares como
respuesta a la dilatacion volumétrica y a la sobrecarga de presion. Esta
prohormona de 108 aminoéacidos es procesada por una proteasa que libera una
molécula madura de 32 aminoacidos y un fragmento amino-terminal. Las dos
formas del péptido circulan en el plasma y estan presentes en altas
concentraciones en pacientes con hipertrofia ventricular o falla cardiaca
congestiva, lo cual lo convierte en una herramienta Gtil en el diagnostico de
disfuncion ventricular (Levin 1998; Rebhi y col.,, 2010; Kim y col.,, 2010).
Adicionalmente, cinco estudios robustos han reportado asociacion en los niveles
plasmaticos del BNP y/o NT.proBNP con el riesgo a corto y largo plazo de sufrir un
SCA, incluso en aquellos pacientes que no presentaban antecedentes
cardiovasculares (De Lemos y col., 2001; Omland y col., 2002; Jernberg y col.,
2002; James y col., 2003; Morrow y col., 2003).

1.2.5 Biomarcadores de lesion de los miocitos. La lesion de los miocitos
resulta de la isquemia severa, pero también es consecuencia del proceso
inflamatorio, el estrés oxidativo, la apoptosis de las células del musculo liso y la
activacion neurohormonal. Las proteinas liberadas en este proceso constituyen los
marcadores bioquimicos que actualmente se utilizan en la practica clinica,
teniendo en cuenta la relacion directa que presentan con el dafio necrotico en el
tejido cardiaco. A continuacion se describen los tres marcadores de lesion de los

miocitos mas utilizados:

# Las Troponinas son proteinas globulares formadas por un complejo de tres

subunidades, que se integran en la contraccion muscular. Las troponinas se
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liberan cuando se lesiona el musculo cardiaco y constituyen un marcador
especifico y la mejor prueba diagndstica que indica un infarto del miocardio.
Sin embargo, el mayor inconveniente radica en el tiempo necesario para su
apariciéon (Bardaji y col., 2005; Latini, 2008).

La creatinfosfoquinasa (CPK). Es una enzima intracelular. Se encuentra en el

b L

musculo esquelético, cardiaco y cerebro. Un aumento en la concentracion en el
suero, es indice de lesion celular. La extension y gravedad de la lesion
determinaran la magnitud de la elevacion, valores por encima de 0,1-0,4 ng/ml
son predictores independientes de mortalidad e infarto en pacientes con angina
inestable. El incremento de CPK puede producirse en numerosas situaciones
no isquémicas, tales como la pericarditis, dafio muscular esquelético y fracaso
renal (Soler 2007).

b L

La mioglobina. Es una proteina presente en el musculo esquelético y cardiaco.
Cuando se presenta un dafio en el masculo, la mioglobina es liberada en el
torrente sanguineo y finalmente es excretada por la orina. El rango normal es
de 0 a 85 ng/ml, niveles mayores indican NSTEMI, inflamacién, sangrado,

isquemia y/o trauma del musculo cardiaco, entre otros (Rubio, 2003).

Finalmente, la tabla 1.1 expone una relacion de los marcadores Bioguimicos mas
utilizados; relacionando el tiempo necesario para el inicio de la elevacién de sus
niveles, las ventajas y los inconvenientes de su uso en el diagnostico de los SCA

sin elevacion del segmento ST.
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Tablal.1. Marcadores Bioquimicos en SCA. Marcadores de lesion de los miocitos mas

usados en la practica clinica.

Inicio de la
Marcador elevacion Duracion Ventajas Inconvenientes
(Horas) (Horas)
Mayor sensibilidad Baja sensibilidad en
Troponina 3-12 120-360 y especificidad fase precoz (<6h)
120-240 Utilidad pronéstica Baja sensibilidad
y de seleccion para deteccion de
terapéutica reinfartos pequefios
Deteccion de Baja especificidad
CPK mb 3-12 48-72 reinfartos Baja sensibilidad
para IAM precoz o
dafio pequefio
Sensibilidad alta Muy baja
Mioglobina 1-4 24 Deteccion precoz especificidad
Resultado

negativo: descarta
IAM

1.2 PROTEOMICA

La fisiopatologia del Infarto agudo del miocardio sin supradesnivel, demuestra que
ésta es una enfermedad multifactorial, inflamatoria e inmunoldgica.
Adicionalmente, se presentan dificultades al establecer la gravedad de la afecciéon
cuando se presenta un SCA sin supradesnivel, como consecuencia, entre otras,
de la baja sensibilidad y especificidad de los marcadores bioquimicos utilizados
actualmente. Esto confirma la necesidad de realizar estudios encaminados a
encontrar posibles candidatos a marcadores bioquimicos de los SCA sin elevacién

del segmento ST.
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La proteGmica es una herramienta de analisis que se encarga del estudio de
proteomas (conjunto de proteinas expresada por una célula, tejido u organismo) y
del analisis de los cambios cuantitativos y las modificaciones postraduccionales de
las proteinas en la célula. Cualquier cambio o modificacion en la expresion de una
proteina, asociada con una enfermedad o con un tratamiento, en dos o mas
estados de una célula o un organismo; tiene el potencial de ser un biomarcador. El
interés en las estrategias proteémicas para la identificacion de biomarcadores se
ha incrementado en los ultimos afos, debido a que proporcionan informacion
sobre el diagnostico, pronéstico y terapia de diversas enfermedades. Para analizar
e identificar el proteoma de cualquier organismo se dispone de un amplio abanico
de instrumentacion para la separacion e identificacién de proteinas. La proteémica
se basa principalmente en tres metodologias: electroforesis bidimensional,
espectrometria de masas y bioinformatica:

1.3.1 Electroforesis bidimensional. Uno de los mayores desafios de los
andlisis de proteomas es el fraccionamiento reproducible de esas mezclas
complejas de proteinas conservando al mismo tiempo la relacién cuantitativa y
cualitativa. Actualmente, la electroforesis en dos dimensiones en geles de
poliacrilamida (2-D PAGE) es el Unico método que puede utilizarse en esta tarea.
Mediante esta técnica es posible resolver mas de 2000 proteinas en un Unico gel,
lo cual la convierte en una herramienta importante en investigaciones protedmicas,
donde multiples proteinas deben ser separadas en analisis paralelos (Issaq y col.,
2008).

La electroforesis bidimensional 2DE, es una técnica de separacién ortogonal en la
que las proteinas son separadas por dos principios fisicoquimicos; primero
dependiendo de su punto isoeléctrico (isoelectroenfoque (IEF)) y posteriormente
por su masa molecular haciendo uso del detegente dodecil sulfato sodico (SDS).

Ambos procedimientos se llevan a cabo en geles de poliacrilamida (Langen y col.,

37



ANALISIS PROTEOMICO EN PLASMA DE PACIENTES CON EVENTOS CORONARIOS AGUDOS

Grupo de Investigacion en Bioguimica y Microbiologia

1997). El procedimiento comprende cuatro etapas: preparacion de la muestra,

separacion por isoelectroenfoque, separacion por peso molecular y tincion.

Los métodos de preparacion de la muestra permiten debilitar las estructuras
secundarias de las proteinas que impiden la movilidad y aumentar su
solubilidad. Los métodos de preparacion de la muestra van desde la extraccion
por solubilizaciébn con soluciones simples a complejas mezclas de agentes

caotropicos, detergentes y agentes reductores.

La separacion por isoelectroenfoque se basa en la diferencia en el punto
isoeléctrico de las proteinas. Cuando una proteina se pone en un medio con un
gradiente de pH y se somete a un campo eléctrico, ésta se desplaza a través
del electrodo con carga opuesta hasta su individual y caracteristico punto
isoeléctrico. El enfoque es un mecanismo (estado-equilibrio) con respecto al
pH, donde las proteinas migran a su posicion de (estado-equilibrio) desde
cualquier parte del sistema y la mantienen por largos periodos de tiempo. En
contraste, las proteinas en electroforesis convencional, contindan moviéndose

a través del medio hasta que el campo eléctrico sea removido.

La separacion de acuerdo con el peso molecular se basa en la propiedad que
poseen las proteinas, de migrar a través de un gel o una matriz de naturaleza
porosa, en presencia de un campo eléctrico. La electroforesis con SDS-PAGE
es un excelente método para identificar, monitorear y determinar el peso
molecular de las subunidades de proteinas durante un proceso de purificacion.
El detergente anidnico sodio dodecil sulfato se une a las proteinas por
absorcion no especifica (aproximadamente una molécula de SDS por cada dos
residuos de aminoacidos, con una relacion SDS/proteina maximo de 1,4 g/qg).
El SDS desnaturaliza por completo las proteinas y rompe las interacciones no

covalentes que determinan la estructura terciaria y cuaternaria.
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Independientemente de la composicibn amino acida y la secuencia de la
proteina, el SDS quita la carga de las proteinas y les confiriere una carga
negativa proporcional a su masa, permitiendo que todas las proteinas viajen al
anodo (Laemmli 1970).

Finalmente, las proteinas deben ser visualizadas mediante un método de

tincion adecuado de acuerdo a la concentracion de éstas en la muestra de
interés. La tincibn con azul de Coomassie es util en muestras con alta
concentracion de proteinas. Proteinas menos abundantes, desde 1ng de
proteina, pueden ser visualizadas mediante tincibn con plata y tincién
fluorescente. (Gorg y col., 2004). En la figura 1.2, se muestra el esquema de un

analisis de protedmica diferencial.
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Figura 1.2. Representacién esquemética de la electroforesis bidimensional. Tomada de
http://bioinformatica.uab.es/biocomputacio/treballs02-03/A_Ramos/2d.html

1.3.2 Espectrometria de masas. La identidad inequivoca de las proteinas

separadas mediante electroforesis bidimensional (2D-PAGE), que constituyen un
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blanco de interés para una patologia o un tratamiento en particular, puede ser

establecida mediante espectrometria de masas.

Fundamentalmente, la MS mide la relaciébn masa-carga (m/z) de los iones en fase
gaseosa. Los espectrometros de masas consisten en una fuente de iones que
convierte las moléculas de analito en iones en fase gaseosa, un analizador de
masas que separa los analitos ionizados sobre la base de la relacion m/z, y un
detector que registra el nimero y el valor m/z de los iones. El desarrollo de
técnicas de ionizacion suave, como la ionizacién por electrospray (ESI) y la
desorcion/ionizaciéon mediante laser asistida por matriz (MALDI), revolucionaron el
analisis de proteinas mediante espectrometria de masas (MS). El analizador de
masas es fundamental para la tecnologia MS. Para la investigacion protedmica,
cuatro tipos de analizadores de masas se utilizan comdnmente: cuadrupolo (Q),
trampa de iones (trampa de iones cuadrupolo QIT; trampa de iones lineal, o LTQ
LIT), analizador de masas tiempo de vuelo (TOF) analizador de masas, y
analizador de masas de Transformada de Fourier resonancia ion-ciclotron
(FTICR). (Karas y col., 1988)

1.3.3 Espectrometria de masas en analisis protedmicos

El analizador de masas de mayor uso en los analisis protedomicos es el analizador
de tiempo de vuelo (TOF, Time-Of-Flight), en el que los iones formados mediante
el laser se separan en funcién de su relacibn masa-carga tras ser acelerados en
un campo eléctrico, que posteriormente los dirige al analizador de masas (tubo de
vuelo). Las diferencias de energia iniciales son corregidas mediante el reflector (o
espejo de iones) y los iones llegan al detector, que contiene un fotomultiplicador
que amplifica la sefial o en un analizador TOF/TOF que proporciona un mejor

enfoque de los iones y, por tanto, mayor resolucion y precision masica.
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Figura 1.3. Métodos de ionizacidon suave. A. Desorcion/ionizacion mediante laser asistida por
matriz (MALDI). B. Electrospray (ESI) ESI. Tomada de Nature Reviews Molecular Cell Biology 5,
699-711 (September 2004).

En el primer TOF los iones son acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la
fragmentacion metaestable. Mediante un pulsador se selecciona un determinado
ion padre, cuya entrada a la camara de colision es regulada por la puerta de iones
(s6lo pasaran aquellos que tengan la relacion m/z que haya sido seleccionada
previamente). En la camara de colision los péptidos se fragmentan y son
acelerados por un nuevo campo eléctrico que los dirige al segundo analizador de
masas (TOF tiempo de vuelo). Finalmente, las diferencias de energia iniciales son
corregidas mediante el reflector (o espejo de iones) y los iones llegan al detector,

gue contiene un fotomultiplicador que amplifica la sefial (figura 1.3).
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1.3.4 Identificacion de Proteinas. En un analisis prote6mico pueden ser
analizadas las proteinas mediante espectrometria de masas utilizando diferentes
procedimientos; de acuerdo con la complejidad de la muestra y la abundancia de
aquellas proteinas expresadas diferencialmente. Si las proteinas de interés forman
una muestra compleja de concentracibn apreciable, la separacion por
electroforesis 1D o 2D PAGE puede ser de gran utilidad. Una vez separadas, las
proteinas deben ser extraidas del gel. La extraccibn puede realizarse
manualmente o con un robot para evitar manipulacion del gel y la posible
contaminacion con queratinas. Posteriormente, se lleva a cabo la digestion de las
proteinas mediante una proteasa especifica (generalmente tripsina porcina), que
genera un conjunto de péptidos que pasan a ser analizados por espectrometria de

masas siguiendo diferentes metodologias:

Los péptidos resultantes de la digestion de proteinas se depositan sobre una placa
MALDI junto con una matriz quimica (a-ciano-4-hidoxicinamico). Las muestras
depositadas se analizan mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF,
obteniéndose un espectro de masas (MS) denominado “Huella Peptidica”.
Adicionalmente, se obtienen espectros de fragmentacion (MS/MS) de las 3-5
masas mayoritarias dentro de cada una de las huellas peptidicas. La identificacion
de proteinas se realiza automaticamente mediante el sistema GPS (Global Protein
Server) acoplado a los datos del TOF-TOF, combinando ambos tipos de espectros
(MS-MS/MS) obtenidos para cada muestra y usando como motor de busqueda
MASCOT (MatrixScience, UK) sobre bases de datos publicas de secuencias de

proteinas. (Pusch y col., 2003; Raczynski y col., 2010).

Si las proteinas de interés estan presentes en bajas concentraciones y forman
parte de fracciones obtenidas de separaciones cromatograficas o constituyen un
extracto proteico que contiene mezcla de proteinas; el andlisis comenzaria

llevando a cabo una limpieza de la muestra, seguida de la desnaturalizacion,
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reduccion, alquilacion y digestion, mediante una enzima, de la muestra de

proteinas.
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Figura 1.4. (A) Representacion esquematica de un espectrometro de masas de tipo MALDI-
TOF. (B) Representacion esquematica de un espectrometro de masas de tipo MALDI-TOF-
TOF.

Los péptidos obtenidos de la digestion de proteinas son separados por
cromatografia liquida (separacion cromatografica de fase reversa en un
nanoHPLC 6 LC 2D: separacion cromatografica de intercambio catidnico fuerte
(SCX) en un microHPLC, seguida de una separacion cromatografica de fase
reversa en un nano-HPLC). Una vez separados los péptidos se analizan en un
espectrometro de masas tipo Trampa de lones con fuente de ionizacion de

electrospray (ESI) o electronebulizacion. En este caso, se obtienen espectros de
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fragmentacion de cada una de las masas que detecta el espectrometro de masas.
Estas técnicas permiten el analisis en tiempo real de péptidos individuales
presentes en la mezcla mediante la fragmentacion de los mismos y la obtencion
de espectros de fragmentaciébn o espectros MS/MS de manera mucho mas
efectiva que en el andlisis por MALDI-TOF/TOF. La identificacion de proteinas se
realiza, de igual forma que el apartado anterior, sobre bases de datos publicas de

secuencias de proteinas (Xuemei Han 2008).

1.4 LA PROTEOMICA DEL PLASMA HUMANO

El plasma contiene alta abundancia proteica. Sus proteinas se clasifican en:
proteinas mayoritarias como inmunoglobulinas, haptoglobulinas, y transferinas;
proteinas producidas por las células circulantes de la sangre y proteinas liberadas
al torrente sanguineo por diferentes tejidos. La presencia de estas proteinas en el
plasma demuestra que este fluido contiene informacion sobre el estado de
diferentes sistemas del organismo. Ademas, es una muestra apropiada, de facil
obtencion y no invasiva; lo que la convierte en un fluido Gtil desde el punto de vista

clinico y de monitoreo de la presencia de biomarcadores.

La presencia de aquellas proteinas abundantes del plasma que representan
aproximadamente el 70% del contenido proteico total, podria dificultar la deteccién
de proteinas minoritarias. Ante esta dificultad metodoldgica se han desarrollado
diversos procedimientos, que van desde compuestos que favorecen la
precipitacion de las proteinas abundantes hasta métodos de cromatografia de
afinidad para retirar proteinas especificas, que facilitan el andlisis del plasma
mediante 2D-PAGE. Estos avances aportan nuevas perspectivas al andlisis de
proteinas del plasma como herramienta para la busqueda de biomarcadores
(Jiang 2003, Chen 2005, Tu 2010)
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No obstante, se han realizado diversos estudios en enfermedades cronicas, con el
objetivo de encontrar proteinas que puedan servir como biomarcadores y/o
blancos terapeuticos para el disefio de farmacos. Igualmente, se ha determinado
que ademas de las proteinas abundantes del plasma, este fluido contiene
proteinas liberadas por los tejidos, citoquinas, diversos péptidos y proteinas
pequefias. En general, el 50% de proteinas en el plasma presentan pesos
aproximados de 45 KDa. La figura 1.5 muestra 70 proteinas identificadas en el
plasma y su abundancia relativa. (Antman y col., 2000; Anderson y col., 2002;
Crosley y col.,2009; Zolla 2008; Kullolli y col.,2010; Leth-Larsen y col.,2010).

A pesar de la importancia del plasma como fluido para conocer la regulacién
celular como respuesta a enfermedades o medicamentos, son pocos los estudios
de expresién de proteinas en el plasma de pacientes con SCA. En 2004, Mateos y
colaboradores, realizaron analisis protedmicos del plasma en 19 pacientes con
SCA, distribuidos en dos grupos: pacientes con Infarto Agudo al Miocardio (IAM) y
Angina Inestable (Al). Una de las observaciones mas importantes, fue la
determinaciéon de diferentes isoformas de a-1 antitripsina (ATT) que presentaron
cambios durante el SCA. Estos investigadores encontraron siete diferentes
isoformas en los pacientes control. La isoforma 1 no se encontré en los pacientes
con SCA y se presenté una significativa reduccién en las isoformas 5, 6 y 7 en
pacientes con IAM comparados con aqguellos con Al. Como el ATT es un poderoso
inhibidor de muchas enzimas proteoliticas, se pudo establecer que en ausencia de
suficiente cantidad de ATT en las infecciones del tracto respiratorio, se presenta

un incremento en la carga de los factores proinflamatorios.

Asimismo, se identificaron 3 isoformas diferentes de la cadena gamma del
fibrinbgeno en el plasma de los pacientes con SCA y en los controles. Dos de
éstas se incrementaron en los pacientes con AMI comparados con los controles.

Estas variaciones en la estructura del fibrinbgeno se correlacionan con el riesgo
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trombatico. Igualmente, encontraron cinco isoformas de la apolipoproteina A-1 en
el plasma de los pacientes con SCA y los pacientes control; presentando un
aumento en los pacientes con Al con respecto a aquellos con IAM. Esta
observacion se asoci6 con la severidad del sindrome coronario. Finalmente, se
encontraron incrementos en los niveles de la cadena pesada de la
Inmunoglobulina G (IgG) en los pacientes con SCA, cuyo incremento se relaciona

con el carécter inflamatorio de los SCA (Mateos y col., 2004).
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Figura 1.5. Relacion de los grupos proteicos del plasma, concentracion y proteinas
representativas de cada grupo. Tomada de Anderson NL, Anderson NG. Mol. Cel.
Proteomics. 2002; 1: 845-67.

Se han realizado estudios de proteinas especificas evaluadas como indicadores
pronostico de SCA. En el 2003 se realizo un estudio en 515 pacientes con SCA sin
elevacion del segmento ST, en el cual se evalué el poder predictivo de la
Troponina I, la proteina reactiva C, el fibrindgeno y la homocisteina. Se determiné
gue todos los marcadores bioquimicos analizados predijeron mayores eventos

cardiacos como muerte cardiaca o riesgo de sufrir un nuevo infarto al miocardio.
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Sin embargo, los marcadores mas efectivos que estan relacionados con mayores
eventos cardiacos fueron la troponina | en concentraciones mayores de 3ng/mly la

proteina reactiva C en concentraciones mayores de 11mg/L (Bodi y col., 2003).

Se han realizado otros estudios en pacientes con SCA sin elevacion del segmento
ST del electrocardiograma relacionando la presencia de la proteina reactiva C
(PCR) y el desarrollo de lesiones coronarias complejas, y los resultados
reportados son contradictorios. En 2004 Sanchis y colaboradores, realizaron un
estudio a 125 pacientes a los cuales se les midié los niveles de la proteina C
reactiva (PCR), troponina y la complejidad angiografica de la lesién causante del
SCA. Como resultado, ellos reportaron asociacion entre el aumento de los niveles
de PCR, la elevacién de la troponina y el grado de complejidad coronaria (Sanchis
y col.,2004). En el 2004, Navarro Estrada y colaboradores, realizaron un estudio
multicéntrico con 1250 pacientes a los que se les realiz6 angiografia coronaria y
medicion de PCR dentro de las nueve horas proximas a la aparicion de los
sintomas; y encontraron que los niveles altos de PCR no predicen la presencia de
ninguno de los componentes de lesién coronaria compleja en los pacientes con
SCA sin elevacién del ST (Navarro y col., 2004).

Ademas de los marcadores bioquimicos de amplio uso en la actualidad, se han
reportado otras proteinas como predictores de riesgo en pacientes con SCA. En
2004 Laterza y colaboradores, evaluaron las altas concentraciones de proteina A
del plasma asociadas al embarazo (PAPP-A), las cuales fueron relacionadas con
incrementos en el riesgo de SCA. Para ello, realizaron un estudio en 346
pacientes con sintomas de SCA y encontraron que el 9.5% de pacientes
desarrollaron eventos adversos a un corte de concentracion de PAPP-A de 0.22
mUl/l. La PAPP-A se mostr6 como un predictor de eventos adversos con una
sensibilidad y especificidad del 66.7% y 51.1%, respectivamente (Laterza y col.,
2004).
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En 2009 Weterd y colaboradores, reportaron la disminucion en los niveles de auto-
anticuerpos contra la proteina reactiva C (PRC) en los pacientes con sindrome
coronario agudo (SCA), con respecto a pacientes con Angina estable (AE) y
controles. Realizaron analisis mediante la prueba de ELISA de 140 pacientes: 50
sanos, 40 con SCA y 50 con angina estable. Los autores plantean una posible
relacion entre la disminucion en el nivel de anticuerpos contra la PRC y el alto
riesgo de desarrollo de enfermedades cardiovasculares en pacientes con
enfermedades autoinmunes, que no puede ser explicado por los factores de riesgo

tradicionales como fumar o diabetes (Weter6 y col., 2009).

Otro marcador bioquimico que ha sido ampliamente estudiado es el péptido
natriurético proB. Se ha determinado que este péptido es sintetizado como una
prohormona de 108 aminoacidos denominada proBNP, la cual es
proteoliticamente escindida para liberar el péptido BNP de 32 aminoacidos y el
fragmento NT-proBNP. Se han reportado numerosos estudios sobre el incremento
en los niveles de BNP como respuesta a la severidad de la falla cardiaca
(Thoughton y col., 2000; Clerico y col., 2000; Kaski y col.,2010). Sin embargo,
algunos estudios sugieren que los niveles de péptido natriurético se elevan con la
edad y son mas altos en mujeres que en hombres (Redfield y col., 2002). La
obesidad aparece también como un factor de confusién, al observar que los
niveles de péptido disminuyen al aumentar el indice de masa corporal, y la
insuficiencia renal también afecta los niveles de péptido. Por otro lado, se ha
reportado en algunos articulos la circulacion de material de alto peso molecular,
presumiblemente formas de proBNP y material de bajo peso molecular,
posiblemente isoformas de BNP (Tateyama y col.,1992; Yandle y col.,1993).

La alta incidencia de los SCA, las dificultades asociadas al diagndstico de los SCA
sin elevacion del ST, las multiples causas que intervienen en su desarrollo y los

avances en la comprension de los procesos implicados en su fisiopatologia;
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evidencian la necesidad de emplear una estrategia de multi-biomarcadores:
marcadores de inflamacién, marcadores de necrosis miocitica, marcadores de
estrés oxidativo y marcadores de estrés hemodinamico. Estos marcadores brindan
informacion de los procesos predominantes implicados en la fisiopatologia de los
SCA, podrian ser de gran utilidad en la discriminacién de la gravedad de la lesion
presente en los SCA sin supradesnivel y permitirian orientar el tratamiento hacia el
eje causal predominante en cada caso particular. La comprension y asociacion de
estos biomarcadores proporcionaria informacién mas completa respecto al riesgo

isquémico y la probabilidad de presentar eventos coronarios mayores.

La importancia del plasma como un medio valioso en el conocimiento del estado
de los diferentes sistemas, sumado a la resolucion efectiva y rapida de miles de
proteinas por medio de la protedmica; constituyen una herramienta util en el
desarrollo de nuevos marcadores de diagnostico y prondstico en diversas
enfermedades humanas. Es por ello, que este trabajo de investigacién pretende
mediante herramientas protedmicas como: electroforesis bidimensional (2D-
PAGE) y andlisis bioinformético, determinar la expresion diferencial de proteinas
en los pacientes con eventos coronarios agudos sin elevacion del segmento ST,
como una aproximacion en la determinacion de biomarcadores especificos, que
podrian aportar al conocimiento de los procesos fisiologicos implicados en este
tipo de patologia. Del mismo modo, estos candidatos a biomarcadores podrian
contribuir al diagnéstico correcto de la patologia y en la implementacion de

estrategias terapéuticas adecuadas en estos pacientes.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existen diferencias en la expresion de proteinas en el plasma de pacientes con
infarto agudo del miocardio sin elevacion del segmento ST (NSTEMI) en la fase

aguda, con respecto a aquellos que presentan angina de pecho inestable (Al)?

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar las proteinas expresadas diferencialmente en el plasma de pacientes
con sindrome coronario agudo, que podrian constituir candidatos a
biomarcadores, Utiles en el diagnostico de pacientes con Angina Inestable e Infarto
agudo del miocardio sin supradesnivel.

Objetivos especificos

Determinar el perfil proteico del plasma de pacientes con sindrome coronario
agudo sin elevacion del segmento ST (Infarto agudo del miocardio y angina
inestable) y el plasma de personas sanas tomadas como controles.

Establecer las diferencias en los proteomas de cada grupo de pacientes con

sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST (Infarto agudo del

miocardio y angina inestable) con respecto a los controles sanos.
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Identificar las proteinas expresadas diferencialmente en los pacientes con
sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST (Infarto agudo del

miocardio y angina inestable).
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2. MATERIALES Y METODOS

1.1SELECCION DE LOS PACIENTES Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Los pacientes con Infarto agudo del miocardio sin elevacion del segmento ST
(NSTEMI) y Angina Inestable (Al) fueron seleccionados de aquellos clasificados
con NSTEMI o Al por los cardidlogos de la seccién de Urgencias del Hospital
Universitario de Santander (HUS) y el Instituto del Corazén (IC); durante las
primeras horas posteriores al evento cardiaco. La evaluacion de la inclusion de los
pacientes, y la recoleccion de los datos necesarios para ser incluidos en el
estudio, fue realizada y/o coordinada por el médico Manuel Barrios Socarras,
participante del grupo de investigacion, y quien actualmente esta vinculado al
proyecto denominado “ldentificacion de marcadores derivados del péptido
natriurético como predictores de mortalidad en pacientes con sindrome coronario
agudo”, proyecto financiado por COLCIENCIAS, y el cual anida el presente
proyecto de investigacion. Fueron escogidos aquellos pacientes con NSTEMI que
presentaron dolor precordial, electrocardiograma (EKG) sin elevacion del
segmento ST y marcadores bioquimicos elevados (troponina > 0,1 ng/ml) y los
pacientes con Angina Inestable que mostraron dolor precordial, y marcadores de
dafio miocardico negativos (troponina negativa). Fueron excluidos, en su mayoria,
aguellos pacientes que presentaban enfermedades pulmonares, diabetes o
insuficiencia renal. Esto con el objetivo de garantizar que las diferencias en los
proteomas de los grupos de estudio sean propias de las afecciones cardiacas y no

producto de otras patologias.

Los pacientes sanos, tomados como controles fueron recolectados del Centro de
Salud de Morrorrico y el barrio Albania de Bucaramanga. Los integrantes de este

grupo, correspondieron a aquellos pacientes sanos del mismo género de la
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poblacién general (pacientes con NSTEMI), previo examen fisico para descartar
cualquier patologia cardiovascular y un EKG para verificar su estado (EKG
normal).La valoracién inicial de estos pacientes fue realizada por el médico
Manuel Barrios Socarrés y el electrocardiograma fue ejecutado y analizado por el

grupo de electrocardiografia de la Universidad Industrial de Santander (UIS).

El proceso de toma y recoleccion de las muestras y el andlisis clinico de la
patologia en pro de fortalecer el diagndstico, fue realizado por estudiantes de
ultimos semestres de bacteriologia y medicina de la UIS. El estudio cont6 con la

aprobacion de los comités de ética del HUS y el IC.

2.1. Grupos de estudio. En definitiva, fueron analizados 30 pacientes que
firmaron el consentimiento informado y fueron distribuidos en los
siguientes grupos: un grupo de 10 pacientes con Infarto agudo al
miocardio sin aumento en el segmento ST del electrocardiograma
(NSTEMI), un grupo de 10 pacientes con Angina Inestable y un grupo
control de 10 pacientes sanos. En la tabla 2.1 se consigna el resumen de
las caracteristicas y los antecedentes de los pacientes incluidos en cada

grupo de estudio.

2.1.2 Manejo de la muestra bioldgica. Las muestras de sangre fueron tomadas
en tres tubos vacutainer Becton Dickinson con heparina de litio y gel separador
(Collinson y col., 2004). Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 4500
rom por 10 minutos. Durante el transporte de las muestras, desde los diferentes
centros de captacion hasta el Laboratorio Clinico de la Universidad Industrial de
Santander donde fueron almacenadas, se mantuvo la cadena de frio en pro de

cuidar la calidad proteinica de la muestra
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Tabla 2.1 Caracteristicas y antecedentes de los grupos de pacientes analizados en el
analisis proteémico del plasma de pacientes con Sindrome coronario agudo sin elevacion

del segment ST. Los valores de edad y troponina se presentan como la media +DS (NA: no aplica).

-

Hombres 50.0% 80.0% 50.0%
Mujeres 50.0% 20.0% 50.0%
Edad promedio (afios 62.0 (12.3) 57.0 (13.3) 64.6 (12.0)
(BS))

Troponina mg/ml (DS) 0.830 (0.50) 0.062 (0.03) NA
Hipertensién arterial 70.0% 50.0% 30.0%
Dislipidemia 70.0% 40.0% 30.0%
Arritmia - 10.0% -
Enfermedad coronaria 20.0% 60.0% -
Tabaquismo 10.0% - 30.0%
Diabetes - 20% -
Enfermedad pulmonar - 20% -
Hipotiroidismo - 10% -

2.1.2 Manejo de la muestra biolégica. Las muestras de sangre fueron
tomadas en tres tubos vacutainer Becton Dickinson con heparina de litio y gel
separador (Collinson y col.,, 2004). Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 4500 rpm por 10 minutos. Durante el transporte de las muestras,
desde los diferentes centros de captacion hasta el Laboratorio Clinico de la
Universidad Industrial de Santander donde fueron almacenadas, se mantuvo la

cadena de frio en pro de cuidar la calidad proteinica de la muestra. El plasma fue
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repartido en alicuotas y almacenado a (-20°C) hasta su posterior analisis de

proteinas.

1.2METODOS EXPERIMENTALES

2.2.1 preparacion de la muestra para electroforesis bidimensional. Con
el proposito de limpiar la muestra de plasma lipidos e impurezas, y retirar
proteinas mayoritarias que podrian interferir en la deteccion de proteinas de
menor abundancia; se realiz6 una comparacion entre diversos
procedimientos: un kit comercial Aurum serum protein mini-Kit (Biorad),
precipitacion con &cido trifluoroacético-Acetonitrilo (TFA-A) (Ala-Kopsala y
col.,2004), precipitacion con acetona (Jiang y col.,2004), precipitacion con
acetonitrilo (Zhang y col., 2009) y precipitacion con sulfato de amonio (30, 50
y 70% de saturacién) (Jiang y col., 2004). El plasma usado correspondia a la
muestra de un individuo control con 88.5 mg/ml de concentracion de

proteina, cuantificada mediante el método de Bradford (ver anexo 1).

A continuacién se detallan los procedimientos llevados a cabo en cada método
empleado:

La cromatografia de afinidad es un procedimiento de purificacion de proteinas
basado en la alta afinidad de grupos funcionales inmovilizados por los sitios
enlazantes de numerosas proteinas. Este es un método versatil y rapido. Se
presentan tres tipos de cromatografia de afinidad: cromatografia negativa,
cromatografia positiva y cromatografia en tandem.

Kit Aurum serum protein mini-kit (ASP): El ASP contiene una resina de afinidad
gue tedricamente remueve el 90% de albamina y globulinas con alta especificidad.
Es una columna con un recubrimiento interno que retiene albumina e IgG

mediante anticuerpos monoclonales. Sometida a mdltiples pasos de
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centrifugacion, es posible obtener un eluato libre de proteinas de alto peso

molecular.

® Se siguieron las instrucciones de la casa comercial Bio-Rad para su uso:
inicialmente, se equilibro la resina durante cinco minutos. Posteriormente se
lavé con buffer de union (Aurum serum protein) y se secOd mediante
centrifugacion por 20 segundos a 10000 g; 200 uL de plasma diluido en buffer
de unién, fueron depositados en la cima de la columna. Posterior centrifugacion
por 20 segundos a 10000g fue colectado el eluido de la muestra de plasma

libre de albumina e Inmunoglobulina G.

Los solventes organicos ocasionan gran variedad de efectos que permiten la
precipitacion de proteinas. Una de las acciones mas importantes es la reduccion
en la actividad del agua. La adicién del solvente organico genera una disminucién
en la constante dieléctrica del medio, permitiendo asi que disminuya el poder de
solvatacion del agua por los grupos hidrofilicos, lo cual reduce la solubilidad de las
proteinas y se presenta su precipitacion.

® Precipitacién con acido trifluoroacético-acetonitrilo: 300 pL de plasma se
mezclaron con 200 pL de una solucion de &cido trifluoroacético/acetonitrilo
TFA/ACN (1mL/L). Posteriormente, se centrifugo la mezcla a 10000g por 10
minutos, se retird el sobrenadante y se repitié el ciclo de centrifugacion hasta
obtener un sobrenadante claro. Finalmente, los precipitados obtenidos fueron

resuspendidos en buffer de resuspencion (RS).
® Precipitacién con acetona: una muestra de plasma que contenia 799,5ug de

proteina fue diluida hasta 50 pL en PBS (Buffer fosfato salino). Tres volimenes

de acetona fria fueron agregados a la mezcla e incubada toda la noche en
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hielo. Posteriormente, fue centrifugada a 10000g por 30 min. El pelet obtenido

se dej6 secar al aire y se resuspendié en 200 pL de buffer RS.

® Precipitacion con acetonitrilo: 50ul de plasma se disolvieron en 350ul de
agua desionizada y 100ul de ACN. Las muestras fueron incubadas por 30
minutos y posteriormente centrifugadas a 14000g por el mismo periodo. El

pelet obtenido fue resuspendido en 200 uL de buffer RS

La clase de precipitacibn mas comun es la precipitacién provocada por sales. Altas
concentraciones de sales en el medio disminuyen la repulsion electrostética en los
grupos de carga similar en la superficie de la proteina, y separan las moléculas de
agua del entorno de la proteina globular. La competencia por las moléculas de
agua en altas concentraciones de sales, disminuye la solubilidad de éstas y se
produce la precipitacion. Los grupos apolares, la distribucion de las cargas y los
residuos hidrofébicos en la superficie de las proteinas; determinan la

concentracion de sales necesaria para causar la precipitacion de las proteinas.

® Precipitacién con sulfato de amonio (30%, 50% y 70% de saturacién)
Se disolvié 2mg de proteina de plasma en PBS hasta un volumen final de 500
ul, se adicion6 88mg de sulfato de amonio hasta alcanzar un 30% de
saturacion. Se mezclé suavemente por 10minutos, se incub6 durante una hora
a temperatura ambiente y se centrifugd a 10000g a 20°C por 30min. Las
proteinas en el sobrenadante fueron fraccionadas al 50 y 70% de saturacion al
adicionar 72 y 77mg respectivamente. La mezcla fue tratada como se detallo
anteriormente. Cada pelet obtenido, fue lavado con 300ul de acetona fria al

90% y resuspendidos en 200ul de BR.

El plasma de los pacientes con NSTEMI, Al y los controles fueron procesados de

acuerdo a los resultados obtenidos al realizar la comparaciéon de los métodos
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descritos previamente. Posteriormente, se determiné la concentracion de

proteinas en el plasma mediante el método de Bradford (Bradford 1976).

1.3METODOS ANALITICOS

2.3.1 Electroforesis unidimensional (1D). Los precipitados y sobrenadantes
obtenidos en los procedimientos anteriormente expuestos, fueron analizados por
electroforesis unidimensional (1D) en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%

y en condiciones denaturantes.

a. Preparacion del gel:

Con este proposito, se utilizé una camara de electroforesis marca BIORAD,
modelo Mini-Protean Tetra cell. Inicialmente, se ensamblaron los vidrios de
acuerdo a las especificaciones de manufactura, y se prepararon 5 ml de gel de
separacion (Acrilamida/bisacrilamida al 12/0.32% p/v, Tris-HCL 0.39M pH 8.8,
SDS al 0.1% v/v, persulfato de amonio al 0.05% p/v y TEMED 0.2%). El gel se
vertio entre los vidrios y se cubrié con una capa de isopropanol, con el propdésito
de hacer mas efectiva la polimerizacion. Una vez polimerizado el gel de
separacion, se lavé con abundante agua desionizada para retirar el isopropanol y
las porciones de acrilamida sin polimerizar. Posteriormente, se secd con papel de
fitro y se llend con 3 ml de gel de concentracion compuesto por
acrilamida/bisacrilamida al 0,12% p/v, Tris-HCI pH 6,8 0,125M, SDS al 0,1 %,
persulfato de amonio al 0,2% y Tetrametilendiamina TEMED 0,2%. Se introdujo el
peine en la solucién y se dej6 polimerizar. Terminada la polimerizacion se saco el
peine, se limpiaron los pozos, se introdujo el montaje en la camara de
electroforesis y se cubrido con buffer de corrido (Tris base al 0,20% p/v, glicina
1,44% plv, SDS al 0,10% v/v).

b. Preparacion de las muestras:
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Las muestras para el analisis por electroforesis fueron preparadas mezclando
20uL de los precipitados y/o sobrenadantes de 1ug/uL de concentracion, con 20uL
de buffer de carga (tris-HCI pH 8,8 al 25%, glicerol al 20%, SDS al 40%,
mercaptoetanol al 10% y azul de bromofenol al 5%). La mezcla se calent6 durante
5 minutos en bafio maria. Posteriormente, se depositaron en los pozos 30 pL de
cada muestra, y un pozo con marcador de peso molecular marca FERMENTAS,

que contenia proteinas entre 10 y 200 KDa de masa molecular.

c. Separacion de las proteinas y tincion:
Las proteinas se separaron en los geles a un voltaje de 100 V durante 1,5 h.
Posteriormente, se desmontaron los geles de las placas de vidrio y tifieron durante
20 minutos con azul de Coomassie R-250, preparado al 0,25% p/v en solucion de
metanol al 50 % v/v y &cido acético al 10% v/v disueltas en agua destilada. Para
observar las bandas de proteinas, se destifié el gel sumergiéndolo en solucién
decolorante compuesta por metanol al 50 %v/v y acido acético al 10%v/v disueltas
en agua destilada. Posteriormente, se escaned el gel con las proteinas tefiidas en
un densitémetro UMAX, PowerLook 2100XL.

2.3.2 Electroforesis bidimensional. Con el objetivo de ajustar las
condiciones de la separacion de proteinas mediante electroforesis bidmensional,
se realizaron multiples ensayos con el plasma de un paciente control (80 mg/ml de
proteina). En estas pruebas se variaron rangos de pH, tiempos de rehidratacion,
condiciones de isoelectroenfoque y se probaron diversos métodos de tincion;

hasta logar mapas protedmicos con alta definicion y resolucion.
Posteriormente, el plasma de los pacientes con NSTEMI, Al y el grupo control,

fueron sometidos a electroforesis bidimensional, con el objetivo de encontrar los

perfiles proteicos de cada grupo de pacientes. Las condiciones de
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isoelectroenfoque y de separacion por peso molecular se describen a continuacion

(La figura 2.1 presenta un esquema y resumen del proceso):

a. Primera dimension isoelectroénfoque:

180ug de proteina del plasma de cada paciente, fue disuelto en buffer de
rehidratacion que contenia urea 8M, CHAPS 2%, DTT 50mM, anfolitos 0,2% y azul
de bromofenol al 0,001%. Esta mezcla fue aplicada a tiras de 7cm en un rango de
pH de 4-7 y conservadas en una bandeja de rehidratacién, durante 10 horas para
permitir la absorcion de la muestra sobre la tira de pH inmovilizado. A
continuacion, las tiras fueron trasladadas a una bandeja Protean IEF seca y
sometidas a isoelectroenfoque durante 14 horas, segun el siguiente programa:
Lineal 30’ 300V, Lineal 3h 3500V, Lineal 1,5h 6000V y finalmente en aumento
rapido de voltaje hasta 50000VH.

b. Equilibracion:
Posteriormente, las tiras fueron trasladadas a una bandeja de rehidratacion-
equilibracion e incubadas durante 15 minutos en agitacion, con buffer de
equilibracion | compuesto por el buffer patron (area 6M, Tris-HCI 0,375M pH 8,8,
SDS 2% y glicerol 20%) mas 2% de DTT. Enseguida fue descartada esta solucién
y reemplazada por buffer de equilibracién Il compuesto por el buffer patrén
adicionado con 2% de iodoacetamida, durante 15 minutos en agitacion constante.
Este proceso reduce los enlaces disulfuro y alquila los grupos tiol de los residuos
de cisteina. Simultaneamente, las proteinas son cubiertas con SDS para su

posterior separacion por peso molecular (MW).

c. Segunda dimension SDS-PAGE:
La separacion de las proteinas de acuerdo a su masa, se realiz6 en camaras de

electroforesis Mini-Protean BIO-RAD, mediante geles de poliacrilamida al 10%

60



ANALISIS PROTEOMICO EN PLASMA DE PACIENTES CON EVENTOS CORONARIOS AGUDOS

Grupo de Investigacion en Bioguimica y Microbiologia

compuestos de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli, 1970) por agua tipo |,
acrilamida-bisacrilamida 9,93-0,27%, Tris-HCI 0,39M, dodecil sulfato de sodio
(SDS) al 0,1% como agente desnaturalizante, persulfato de amonio al 0,05% y
TEMED al 0,2% como catalizadores de la reaccion. La tira fue ubicada sobre gel y
cubierta con agarosa (0,5% agarosa, 1% SDS y trazas de azul de bromofenol). Se
llend la camara con buffer de corrido integrado por Tris 0,2%, SDS 0,1% vy glicina
1,44%. Finalmente, se conectd la camara a una fuente de voltaje Power Pac HC
Biorad, que permitié realizar la separacion de las proteinas de acuerdo a su peso

molecular durante 1 hora y 25 minutos a 120V.

PREPARACION DE LA MUESTRA

2 7
<& e @
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CON ACETONA ‘ REHIDRATACION o —
—_— \ / — Tiras de pH inmovilizado
\ /3 /
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Figura 2.1 Representacion gréafica del analisis de proteinas mediante electroforesis
bidimensional 2D-PAGE
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d. Tincion de proteinas:
Posterior a la segunda dimension y con el objetivo de visualizar hasta 10ng de
proteina, se realizo la tincion de los geles con azul de Comassie coloidal mediante
el siguiente procedimiento: los geles fueron incubados durante tres horas a
temperatura ambiente y con agitacidon constante en una solucion fijadora que
contenia 30% de etanol y 2% de acido fosférico. Posteriormente se realizaron tres
lavados de 10 minutos cada uno con agua tipo |I. Manteniendo la agitacion fueron
incubados durante una hora en la solucién de tincidbn que estaba compuesta por
17% de sulfato de amonio, 3% de &cido fosforico y 33% de metanol. A esta
solucion fue agregado azul de Coomassie G-250 (disuelto en metanol), hasta una
concentracion final de 0,06%. Los geles permanecieron en esta solucion durante
20 minutos y el contraste adecuado para observar las proteinas fue alcanzado al

destefiir con agua.

2.3.3 Verificaciéon de la repetibilidad y reproducibilidad de la técnica de
separacion de proteinas 2D-PAGE. El plasma del individuo control (88.5mg/mL
de proteina) fue usado para realizar los procedimientos necesarios para verificar la

repetibilidad y reproducibilidad de la técnica.

Repetibilidad de la técnica.

La repetibilidad del procedimiento fue verificada mediante la realizacion de dos
geles de la muestra de plasma del individuo control. Estos fueron realizados el
mismo dia, corridos al mismo tiempo, tanto en la separacion por punto isoeléctrico
(IEF) como en la separacion por peso molecular (SDS-PAGE), se utilizaron los
mismos reactivos para los dos geles en todas las etapas de la separacion por 2D-
PAGE.
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Reproducibilidad de la técnica.

Con el objetivo de verificar la reproducibilidad del procedimiento, fue realizado un
gel de la muestra de plasma y cinco meses mas tarde fue realizado otro gel de la
misma muestra (plasma individuo control 88.5 mg/ml). En este segundo gel fueron
renovadas todas las soluciones necesarias para llevar a cabo la separacion:
rehidratacion, separacion por Isoelectroenfoque, separacion por peso molecular y

tincion.

2. CAPTURA DE IMAGENES Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE
ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2D).
Después de decolorar por 14 horas, los geles fueron escaneados mediante un
scanner UMAX Powerlook 2100 XL. Este dispositivo digitaliza las imagenes con
800 x 1600 puntos por pulgada (dpi), lo cual ofrece alta resolucion y permite

capturar finos detalles cuando se escanean transparencias.

Una vez escaneados, los geles fueron enviados al software de andlisis PD-Quest
version 8.0.1 de BIORAD. Este programa filtra y suaviza la imagen del gel e
identifica las manchas proteicas, mediante la creacion de una representacion
gaussiana en tres dimensiones de las manchas clarificadas. La intensidad de las
manchas es la suma de las intensidades de todos los pixeles que forman la
imagen, lo que permite obtener medidas del nivel de expresion de cada una de

ellas.

Las imagenes importadas fueron filtradas empleando la opcion “sal y pimienta”
gausiana de 9 x 9. A continuacion fueron analizadas, utilizando los mismos
parametros de deteccidn para identificar manchas en todos los geles que forman
los grupos a analizar; el programa incluye todos los geles que se van a comparar y

nivela diferencias producto del tipo de tincion, intensidad de las manchas y ruido
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de fondo. Adicionalmente, con el objetivo de compensar las posibles variaciones
entre geles debidas a diferencias en la eficacia de la tincidn, se aplicé el método
de normalizacion mas sofisticado disponible en el software, mediante el modelo de
regresion local “Local Regression Model”, éste calcula una curva en el diagrama
de dispersion que minimiza la distancia a todos los puntos de la grafica y asigna el
factor de normalizacidén para cada mancha. En seguida el programa densitometra
las manchas proteicas, lo que permite obtener medidas del nivel de expresion de
cada una de ellas. No obstante, se realiz6 una revision manual pormenorizada, la
ediciébn y correccion de alguna de las manchas o de los emparejamientos
detectados automaticamente. Finalmente el programa nos arrojé una imagen
maestra “master” que reune todas las manchas, con una distribucion gaussiana,

identificadas en los geles que conforman cada grupo.

Inicialmente se realiz6 el analisis de todos los geles que conformaron el
experimento, clasificados en los grupos de analisis expuestos anteriormente. En
seguida se realiz6 el analisis comparativo cualitativo entre el grupo de NSTEMI y
Al con respecto a los controles sanos. Posteriormente, se obtuvo la imagen
maestra de cada grupo, en esta imagen soOlo se incluyeron las manchas que
estaban presenten en minimo cinco de los geles que conformaban cada grupo.
Finalmente, se establecieron las diferencias entre los tres geles “master’
(NSTEMI, Al y controles). Los datos de intensidad de la expresion fueron
exportados a excel, donde se obtuvo la media (M) y el error estandar de la media
(ESM), soOlo se consideraron significativas aquellas manchas con niveles de
expresion alterados en + 30% y valores p<0.05, de acuerdo a la prueba de Mann-
Whitney. La figura 2.2 muestra el diagrama de barras y la imagen tridimensional
gue representa las diferencias en intensidad de cada proteina separada.

Adicionalmente, los datos obtenidos mediante el analizador de imagenes PD-
QUEST 8.0.1, fueron exportados a la hoja de calculo Excel. Con el objetivo de

facilitar el manejo de los resultados y lograr una distribucion normal; se aplico
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logaritmo natural a los datos obtenidos y sélo fueron incluidas en el andlisis,
aguellas proteinas que estaban presentes en por lo menos seis de los pacientes
analizados. Estos resultados fueron analizados en el programa SPSS version
13.0, mediante un analisis discriminante, que nos permitié conocer las proteinas
gue aportaban informacion para separar los grupos analizados en nuestro estudio.
Posteriormente, las proteinas identificadas en el analisis discriminante fueron
sometidas a la prueba de ANOVA, que nos permite comparar las medias de una
misma variable, en mas de dos grupos. Primeramente, se realizd la prueba de
Levene para comprobar la homogenidad en las varianzas, las variables que
cumplieron esta condicion, fueron sometidas a la prueba de ANOVA, seguida de la
prueba de Dunnett. S6lo se consideran significativos los cambios en los niveles de

las proteinas que presenten valores de p<0.05.

Figura 2.2. Representacion del andlisis de imagenes realizada por el programa PD-QUEST.
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3. IDENTIFICACION DE PROTEINAS EN LOS GELES
BIODIMENSIONALES (2D)

2.5.1. Identificacion de proteinas mediante Espectrometria de masas con
trampa l6nica (Sistema LC/MS/MS). “Las manchas que presentaron diferencias
estadisticamente significativas en sus niveles de expresion fueron recortadas de
forma manual y digeridas con tripsina empleando un protocolo basado en el
descrito por Shevchenko et al (1996). El sobrenadante de la digestién (que
contiene los péptidos) se acidificé con TFA (0.1% concentracion final), se seco en
speedvac y fue resuspendido en acido acético al 0.5% v/v para su posterior
analisis por cromatografia liquida en fase reversa-espectrometria de masas
(LC/RP-MS) en un espectrometro de masas de tipo electrospray acoplado a
trampa iénica (ESI-IT) modelo Deca-XP, (Thermo-Finnigan, San José, California,
USA) empleando una columna de 180 mm de diametro interno a un flujo de 1,5
mL/m en modo micro-spray con una interface “metal needle-kit” (Thermo-
Finnigan). EI método empleado (“Exclusién Dinamica”) fragmenta potencialmente
todos los péptidos resueltos contenidos en la mezcla inicial. Los espectros de
fragmentacion obtenidos (MS/MS) se analizaron mediante el motor de busqueda
Phenyx y se confirmaron con motor Sequest. Las secuencias parciales obtenidas
se utilizaron para encontrar homologias empleando el programa FASTA” (Nifio
2009).

2.5.2 Identificacién de las proteinas expresadas diferencialmente por andlisis
bioinformatico. Como una aproximacion para encontrar la posible identidad de
aguellas manchas que presentaron diferencias en sus niveles de expresion con
p>0.05; se realizé una comparacion entre los valores de masa molecular (PM) y
punto isoeléctrico (pl) de las proteinas identificadas en el estudio, con respecto a
los PM y pl de aquellas proteinas plasmaticas relacionadas con enfermedades
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cardiovasculares. Para determinar las proteinas plasmaticas relacionadas con
enfermedades cardiovasculares, se realizé una revision de las bases de datos
especializadas de proteinas. Inicialmente, la busqueda se concentré en aquellas
proteinas identificadas en la base de datos de proteinas del plasma (HUPO). Sin
embargo, los estudios de proteinas plasmaticas basados en herramientas
protedmicas, nos permitieron reducir el nimero de proteinas a incluir en la base de
datos (Berhane y col., 2005; Arab y col., 2006; Vivanco y col., 2005; Anderson,
2005; Howes y col., 2008; Kim y col., 2010).

Finalmente, fueron incluidas en esta base de datos, aquellas proteinas propuestas
como marcadores bioquimicos para enfermedades cardiovasculares, que estan
registradas en el banco de datos de proteinas (PDB). La (PM) y el (pl) de estas
proteinas, fue calculado a partir de la herramienta proteémica de caracterizacion
compute pl/Mw; y adicionalmente, estos valores fueron contrastados con aquellos
encontrados en la base de datos de proteinas SWISS 2D-PAGE, la cual contiene
los valores de PM y pl, encontrados experimentalmente en geles 2D-PAGE, de las
proteinas identificadas por Ms en el mapa de proteinas del plasma humano. Estas
aplicaciones estan disponibles en el sistema experto de analisis de proteinas
(expasy) (www.expasy.org). Posteriormente, se realizé la comparacién de los
valores de MP y pl tedricos, con los valores de PM y pl que se encontraron para
las proteinas que fueron identificadas en el presente estudio. A continuacién, se
asignd la posible identidad de estas proteinas. Solo fueron asignadas las
identidades a aquellas proteinas que presentaban diferencias en sus valores de
MP iguales o menores a £1.5 KDa, y diferencias en los pl iguales 0 menores de
+0.2 unidades con respecto a los valores de PM y pl tomados de las bases de
datos. El criterio de identificacion se determino teniendo en cuenta las variaciones
gue se han reportado en las proteinas identificadas, separadas por 2D-PAGE, que

se encuentran reportadas en la base de datos (SWISS 2D-PAGE).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1PREPARACION DE LA MUESTRA

El plasma humano es la muestra humana mas importante y mas usada en el
diagnéstico de diversas enfermedades (Anderson y col., 2002). Sin embargo, es
una de las muestras mas dificiles de analizar por 2D-PAGE, no sélo por las
proteinas abundantes que constituyen el mayor porcentaje de su contenido
proteico; sino por las interferencias que contiene y que dificultan la separacion de

proteinas (Kimy col., 2007).

Inicialmente, se realizaron ensayos preliminares con el plasma de un paciente
control, con el objetivo de encontrar el procedimiento mas adecuado de
preparacion de la muestra de plasma. La tabla 3.1, muestra la concentracion de
proteina, estimada por medio del método de Bradford (ver anexo 1), de los
precipitados y sobrenadantes obtenidos en cada uno de los procedimientos

realizados.

Se realizaron ensayos preliminares donde se evaluaron los patrones
electroforéticos, mediante electroforesis unidimensional (1D-PAGE), de los
precipitados y sobrenadantes obtenidos en los métodos de preparacion de la
muestra. Se determiné que aguellos tratamientos (precipitados y/o sobrenadantes)
cuya concentracibn de proteina estaba entre (1,5 -40) mg/mL, podian ser
evaluados por electroforesis 1D. Los resultados mostraron que las proteinas
presentes en aquellas muestras que presentaban concentraciones menores a
1,5mg/mL, no eran detectadas por el colorante utilizado (azul de Comassie R-

250). Del mismo modo, aquellas muestras con concentraciones mayores a
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40mg/ml, al ser analizadas por 1D- PAGE, distorsionaban el corrido de las

muestras adyace ntes.

Tabla 3.1. Concentraciéon de proteina de los precipitados y sobrenadantes obtenidos en los

métodos de preparacion de muestra de plasma de un individuo control !

Concentracion de proteina
MUESTRA (mg/ml)
Sobrenadante | Precipitado
(S) (P)

Eluido kit Aurum Serum protein mini-kit BIORAD 1,1
Precipitacion con TFA/ACN (1ml/1L) 38,3 21,3
Precipitacion con Acetona 0,5 3,77
Precipitaciéon con ACN 0,13 30,2
Precipitacion con sulfato de amonio 30% 55,6 45,8
Precipitacién con sulfato de amonio 50% 60,7 54
Precipitacién con sulfato de amonio 70% 49,3 0,8

*Concentraciéon de Proteina en la muestra control: 88,5 (mg/ml)

De acuerdo con lo anterior, y con base en los resultados obtenidos en la tabla 3.1;
se seleccionaron aguellas muestras cuyas concentraciones de proteina, en el
precipitado y/o sobrenadante, estaban entre (1-38,3) mg/mL. Posteriormente,
estas muestras se separaron por 1D-PAGE, para encontrar el método de
preparacion de la muestra mas adecuado; cuos resultados fuesen comparables
con aquellos obtenidos con el kit BIORAD, el cual fue tomado como método de

referencia.
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3.1.1 Analisis por electroforesis unidimensional (1D-SDS-PAGE) de los
precipitados y sobrenadantes obtenidos en los procedimientos ensayados
en la preparacion de la muestra de plasma. En la figura 3.1 se presentan los
patrones electroforéticos de los precipitados y sobrenadantes de diferentes tipos
de tratamientos de eliminacibn de proteinas abundantes como albumina e
inmunoglobulinas en la muestra control.

120

——> ALBUMINA
— 19G cadenas pesadas

—» 1gG cadenas ligeras

Figura 3.1. Electroforesis en 1D de proteinas de plasma humano sometido a diferentes tipos
de tratamiento de remocién de proteinas abundantes. PM) Marcadores de peso molecular, 1)
Muestra de plasma sin tratamiento, 2) Muestra de plasma tratada utilizando el Kit aurum
serum protein (BIORAD), 3) Muestra de plasma tratada con precipitacién con sulfato de
amonio al 50% de saturacion (P) , 4)Muestra de plasma tratada con precipitacion con
Acetonitrilo/acido trifluoroacético (TFA/ACN 1ml/1L) (S), 5)Muestra de plasma tratada con
precipitacion con Acetonitrilo/acido trifluoroacético (TFA/ACN 1ml/1L) (P), 6) Muestra de
plasma tratada con precipitacion con ACN 20% (P), 7) Muestra de plasma tratada con
precipitacion con acetona 75%(P). La separacion 1D-SDS-PAGE se realizé utilizando geles

de poliacrilamida al 10%, tefiidos con azul de Coomassie R-250. (P): precipitado, (S):
sobrenadante.
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Como se observa en la figura 3.1, los tratamientos de precipitacion con (NH4)>,SO4
al 50% de saturacion y con acetona al 75%, representados por los patrones de
proteinas presentes en los carriles 3 y 7, presentan patrones electroforéticos
similares a los obtenidos con el kit Aurum serum protein de Bio-rad (carril 2). Los
resultados obtenidos con estos tratamientos ((NH4).SO,4 50% y acetona al 75%),
muestran disminucion en la concentracion de albamina, mayor intensidad en las
bandas separadas y la presencia de algunas proteinas que no fueron detectadas

en el patron electroforético de la muestra sin tratamiento (carril 1).

La acetona y el (NH4).SO4 constituyen las sustancias mas utilizadas en los
procedimientos de precipitacidn con solventes organicos y sales, respectivamente;
porque presentan mayor estabilidad, eficiencia y son de facil manipulacion (Kumar
y col., 2003). Los resultados expuestos en la figura 3.1 confirman la eficiencia de
estos agentes precipitantes y coinciden con los resultados encontrados por (Jiang
y col., 2003), en cuyo trabajo reporté que el método de precipitacion con acetona
constituye una alternativa facil, Gtil para concentrar proteinas y limpiar la muestra
de plasma. Por su parte, el método de precipitacion con sulfato de amonio al 50%
mostro, en los ensayos realizados por Jiang, que el pelet obtenido al realizar el
procedimiento contenia la mayor cantidad de proteinas y sélo un pequefio

porcentaje de albumina.

Aunque se han realizado grandes esfuerzos en el desarrollado diversos métodos
para retirar las proteinas abundantes del plasma, los procedimientos disponibles
presentan dificultades relacionadas con la disponibilidad y la especificidad. En los
métodos basados en la afinidad de la albumina por algunos colorantes, se ha
determinado que su baja especificidad permite la union de otras proteinas
(Stempfer y col.,, 2008). Adicionalmente, se ha comprobado que la albumina
presenta multiples sitios de unidn a proteinas y metabolitos; lo que sugiere que al

retirarla del plasma, también se estan perdiendo proteinas de baja abundancia
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(Curry y col., 1998). Técnicas basadas en la unidon especifica de la albumina a
anticuerpos también se han utilizado, pero su alto costo, baja capacidad de
muestra y la reactividad cruzada con otras proteinas han limitado su uso (Kim y
col., 2007). Igualmente, los métodos fisicos relacionados con membranas de
filtracion, inicialmente fueron descartados para retirar proteinas abundantes en
analisis de proteinas por 2D-PAGE (Georgiou y col.,, 2001). Sin embargo, un
trabajo publicado por Greening y col. en el 2010, muestra buenos resultados en el
andlisis por LC-Ms/Ms de proteinas de pesos moleculares inferiores a 25KDa
(Greening y Simpson, 2010). De acuerdo a esto, un método ideal seria aquel que
presentara bajos costos, viabilidad y permitiera retirar las proteinas abundantes
del plasma, sin alterar los niveles de otros péptidos y proteinas. Se ha
determinado que la albumina es soluble en solventes organicos y que mezclas de
acetona al 80% con &cido trifluoroacético (TCA) permitieron separar la albumina
de la globulina en el suero (Chen y col., 2005). Esto es consistente con el patrén
de proteinas 1D-PAGE observado para la muestra de plasma tratada con acetona
al 75%. Adicionalmente, el tratamiento con acetona permite retirar interferencias,

ademas de su bajo costo y que no requiere equipo especializado.

3.2 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL 2D-SDS-PAGE

3.2.1 Ajuste de las condiciones de electroforesis bidimensional 2D-SDS-
PAGE. De la misma manera como se expuso en el primer apartado, se realizaron
ensayos preliminares con el plasma de un paciente control para encontrar las
condiciones de separacién por punto isoeléctrico (IEF) y separacion por peso
molecular que nos permitieran obtener geles bidimensionales reproducibles y con
alta resolucion. Inicialmente, fueron rehidratados 120ug de proteina en tiras de
7cm de rango de pH de 3-10. La separacion por punto isoeléctrico (pl) se realizé
con las condiciones reportadas por (Lugo y col., 2005): lineal 1’ 500V, lineal 2h 30’
4000V y en rampa rapida hasta 5000 VH. La separaciéon por peso molecular se
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llevé a cabo en geles de poliacrilamida al 12% tefiidos con azul de Comassie R-
250 (Figura 3.3A).

Separaciéon por punto isoeléctrico pl

De acuerdo a los resultados obtenidos en la figura 3.2A, no se identificaron
proteinas en los extremos &cidos y basicos del gel. Del mismo modo, fue pobre la
resolucion y definiciobn en las manchas identificadas, observandose lineas, ruido
de fondo, y pocas manchas proteicas separadas. Debido a lo anterior, y con el
propésito de mejorar la resolucién de las proteinas de interés, se redujo el rango
de pH a 4-7 y se aument6 el tiempo de focalizacion, de acuerdo con las
condiciones reportadas por Mateos-Caceres (Mateos-Céaceres y col.,, 2004): 250
V, 10,000 V, 10,000 V (30,000 VH). No obstante, los resultados obtenidos en los
ensayos realizados (figura 32A, 3.2B) nos llevaron a implementar varias
modificaciones en las condiciones de separacion por pl, basadas en la naturaleza
y complejidad de la muestra problema, hasta obtener las condiciones reportadas a
continuacion: Lineal 30’ 300V, Lineal 3h 3500V, Lineal 1.5h 6000V, 50000VH.

Separacion por peso molecular

El analisis de la separacion por peso molecular del gel presentado en la figura
3.2B, mostré6 acumulacién de las proteinas de alto PM y escasa presencia de
proteinas de bajo PM (figura 3.2A, 3.2B, 3.2C). Por esta razén, se disminuyé la
concentracion de acrilamida, se vario la concentracion de proteinas en la muestra
y se compararon tres tipos de tincion de proteinas separadas en geles de

poliacrilamida (Coomassie simple, Coomassie coloidal y Sypro Ruby).
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Figura 3.2. Geles de 2D-PAGE obtenidos durante el proceso determinacion de las mejores
condiciones de separacién de proteinas de muestras de plasma humano. (A) Gel 2D-PAGE
realizado con 120ug de proteina separados en tiras de 7cm de 3-10 de pH, poliacrilamida al
12% y tefiido con azul de Coomassie R-250. (B) Gel 2D-PAGE realizado con 140ug de
proteina separada en tiras de 7cm de 4-7 de pH, poliacrilamida al 10% y tefiido con azul de
Coomassie R-250. (C) Gel 2D-PAGE realizado con 100ug de proteina separados en tiras de
7cm de 4-7 de pH, poliacrilamida al 10% y tefiido con Sypro Ruby. (D) Gel 2D-PAGE realizado
con 180ug de proteina separados en tiras de pH de 4-7, poliacrilamida al 10% y tefiido con

azul de Coomassie coloidal G-250.
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Finalmente, en la figura 3.3 muestra un gel representativo realizado con las
condiciones de separacidén establecidas (condiciones de IEF: Lineal 30’ 300V,
Lineal 3h 3500V, Lineal 1.5h 6000V, 50000VH, poliacrilamida al 10%, tinciébn con
azul de Comassie coloidal G-250). Estas condiciones nos permitieron obtener
geles con mejor resolucion y manchas proteicas mas definidas. A través del uso
de tiras de electroisoenfoque (IEF) pequefias (7cm), que facilitan el manejo y
transporte de los geles, y disminuye los costos del procedimiento, permitiendo asi

el analisis de un mayor niumero de muestras.
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Figura 3.3. Gel de 2D-PAGE utilizando las mejores condiciones de separacion de las
proteinas de suero: 180ug de proteina rehidratados en tiras de 7cm de rango de pH 4-7
rehidratrado por 10 horas, separadas por pl mediante las siguientes condiciones de IEF:
Lineal 30’ 300V, Lineal 3h 3500V, Lineal 1.5h 6000V, 50000VH, y por SDS-PAGE en la
segunda dimension en geles de poliacrilamida al 10% tefiidos con azul de Comassie coloidal
G-250.

3.2.2 Verificacion de las figuras de mérito del método. Usando una
muestra del plasma de un individuo control, se realizaron ensayos para confirmar

que las condiciones estandarizadas de separacion por IEF y peso molecular, nos
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permitian obtener geles repetibles y reproducibles. Los geles fueron escaneados y
las imagenes obtenidas en estos ensayos fueron analizadas mediante el software
PD-QUEST version 8.0.1. Los resultados se presentan mediante un analisis
grafico y una tabla que muestra las manchas identificadas, asi como el coeficiente

de correlacién encontrado entre las replicas.

Verificacion de la reproducibilidad de la técnica de separacion.

Los resultados consignados en la figura 3.4 y la tabla 3.2 muestran que en la
réplica B fueron expresadas tres proteinas menos, comparada con aquellas
manchas proteicas identificas en la réplica C. Igualmente, se observan algunas
diferencias en la intensidad de las manchas comunes en las dos réplicas. Sin
embargo, se mantiene el patron de separacion electroforética y el coeficiente de

correlacion (Tabla 3.2) demuestra el alto grado de similitud presente entre las dos

réplicas.
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Figura 3.4. Analisis de las imagenes de los geles 2D-PAGE de una muestra de plasma de un
individuo control. A) Gel Master, las manchas marcadas con verde corresponden a aquellas
proteinas que son comunes en los geles B y C, las manchas en rojo pertenecen al gel Cy
estan ausentes en el gel B. B) y C) corresponden a las réplicas de los geles de la muestra de
plasma de un paciente control. La separacién fue realizada en tiras de pH de 4-7, geles de

poliacrilamida al 10% y tefiidos con azul de Coomassie coloidal G-250.
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Tabla 3.2. Reporte global de las réplicas analizadas mediante el software PD-QUEST versién
8.0.1

Réplicas Manchas detectadas Coeficiente de correlacion
Gel B 80 0.887
Gel C 83 1.000

Verificacion de la reproducibilidad de la técnica

Como se observa en la figura 3.5 y la tabla 3.3, se presentan algunas diferencias
en los geles obtenidos. En el gel de la figura 3.6B fueron identificadas cuatro
manchas que no fueron detectadas en el gel realizado cinco meses después
(figura 3.5C). Igualmente, en este ultimo gel, se identificaron ocho manchas que
no fueron detectadas en el gel realizado inicialmente (figura 3.5B). Estas
diferencias pueden deberse a mayor eficiencia en el tratamiento de la muestra
separada en el gel C (realizado cinco meses después). Como se observa en las
imagenes, este gel presenta el fondo mas claro, lo cual favorece la deteccion de
proteinas de baja concentracion. Del mismo modo, el gel B presenta mayor
definicion de las manchas comunes con respecto a aquellas presentes en el gel C.
Esto puede ser producto de algun grado de degradacion de las proteinas
presentes en la muestra de plasma almacenada (separada cinco meses después),
debido probablemente a los cambios de temperatura en los periodos de
congelacion/descongelacion. No obstante, se conserva el perfil de separacién
electroforética y el coeficiente de correlacion, aunque disminuy6 con respecto a la
prueba de reproducibilidad, presenta un resultado aceptable y demuestra alto
grado de similitud; si se tiene en cuenta las condiciones totalmente renovadas en

las cuales se realizd esta nueva separacion.
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Figura 3.5. Analisis de las imagenes de los geles 2D-PAGE de la muestra de plasma de un
individuo control. A) Gel master, las manchas marcadas con verde corresponden a aquellas
proteinas que son comunes en los geles B y C, las manchas azules pertenecen al gel B y
estén ausentes en el gel C, las manchas rojas pertenecen al gel C y estan ausentes en el gel
B. B) Réplica 1. C) Réplica 2, realizada cinco meses después de la realizacién de la réplica 1.
La separacidn se llevd a cabo en tiras de pH de 4-7 y geles de poliacrilamida al 10%, tefiidos
con azul de Coomassie coloidal G-250.

Tabla 3.3. Reporte global de las replicas analizadas mediante el software PD-QUEST versién
8.0.1

Replicas Manchas detectadas Coeficiente de correlacion
Gel B 93 0.76
Gel C 89 1.00

3.2.3 Separacion de las proteinas de las muestras de plasma tratadas con los
métodos de precipitacién seleccionados, utilizando electroforesis
bidimensional SDS-2D-PAGE. Una vez establecidas las condiciones de
separacion de proteinas por SDS-2D-PAGE, se realizaron los geles
bidimensionales de las muestras de plasma tratadas con los métodos de
precipitacion seleccionados. La figura 3.6 muestra los resultados para las
muestras de plasma sin tratamiento, y las muestras de plasma tratadas con
(NH4)2S0O4 al 50% de saturacion y acetona, respectivamente. El gel bidimensional
2D-PAGE de la muestra tratada con (NH4).SO,4 muestra aparentes dificultades en

la migracion de las proteinas, reflejada en la distorsion de las manchas separadas,
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y en la disminucidbn del espacio entre proteinas de pesos moleculares
consecutivos. Esto puede ser producto de sales remanentes después del
tratamiento, que pueden interferir al enfocar las proteinas en la separacion por
punto isoeléctrico (Kim y Kim, 2007). Lo anterior implica que aquellas muestras
tratadas con (NH,4),SO4 requieren de un procedimiento adicional de desalinizacion,
que representa un aumento en el tiempo de analisis y en el costo del

procedimiento de preparacién de las muestras.

Por otro lado, al observar de forma general la tincion de los geles obtenidos de la
muestra de plasma sin tratamiento y la muestra de plasma tratada con acetona, se
observa que el gel correspondiente a la muestra de plasma sin tratar posee
porciones mas oscuras, a pesar de la uniformidad en la concentracion de la
solucion de tincion, y en los tiempos de corrido, tincion y destincion aplicados en
todos los geles. Del mismo modo, se presenta mas lineas horizontales y verticales
en el gel de la muestra de plasma sin tratar comparado con aquel que muestra la
separacion de proteinas de la muestra tratada con acetona. Por consiguiente, este
altimo presenta mayor nitidez en las proteinas separadas, y tal como se resalta en
los 6valos de la figura (3.6D), se identifican otras proteinas que estaban ausentes

en el gel 2D-PAGE de la muestra de plasma sin tratar.

Con el propésito de ratificar estas observaciones, se realizd el analisis de las
imagenes e identificacion de las manchas obtenidas en los geles realizados para
el tratamiento con acetona, con respecto a aquellos identificados en la muestra sin
tratamiento, mediante el software PD-Quest Advanced version 8.0.1. Los
resultados obtenidos muestran la presencia de 104 manchas; de las cuales 22 no
fueron identificadas en el gel sin tratamiento y 45 manchas cuyas intensidades
fueron mayores en el gel correspondiente a la muestra tratada con acetona con
respecto al gel obtenido de la muestra sin tratamiento. La tabla 3.4, presenta una

lista de los valores de masa y punto isoeléctrico (pl) de las veintidds proteinas que
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no fueron identificadas en el gel correspondiente a la muestra de plasma sin

tratamiento.

Tabla 3.4 Valores de peso molecular (PM) y punto isoeléctrico (pl) de las proteinas
identificadas en el gel correspondiente a la muestra de plasma tratada con acetona que
estuvieron ausentes en el gel de la muestra de plasma sin tratamiento. El analisis se realiz6

en el software de analisis PD-QUEST version 8.0.1. Los valores de pl se determinaron

tomando como referencia las masas y pl de proteinas conocidas.

1 28,7 6,5 12 56,1 51
2 78,3 6,1 13 77,4 52
3 78,6 6,0 14 58,1 5,0
4 78,7 6,0 15 78,2 4,9
5 46,5 5,3 16 63,3 4,3
6 49,0 5,6 17 76,3 4,4
7 43,4 5,0 18 52,3 4,7
8 44,1 5,2 19 76,5 4,7
9 57,3 5,2 20 60,2 4,1
10 58,8 5,2 21 48,6 4,5
11 76,4 4,5 22 63,6 4,5

La ausencia de estas proteinas en la muestra sin tratamiento, pueden ser producto
de la eliminacion de los lipidos presentes en la muestra de plasma al precipitar con
acetona. Como se ha sefialado, las proteinas pueden enlazarse a lipidos mediante
interacciones hidrofébicas, las cuales producen artefactos en los geles de 2D-
PAGE. Los complejos lipidos-proteina pueden ser completamente insolubles en
soluciones acuosas y consecuentemente podrian no migrar en la matriz de
poliacrilamida (Lundblag, 2006).
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Del mismo modo, las diferencias en la apariencia de la tincién de los geles pueden
generarse como resultado de las interacciones de los lipidos e impurezas con las
particulas coloidales del colorante. Asimismo, la interaccién de impurezas en la
solucion de tincion podria interferir en el anclaje de las moléculas de colorante a la
fraccion de proteina, y de esta manera, obstaculizar las interacciones hidrofobicas
de éste con los residuos aromaticos a lo largo del esqueleto polipéptidico

(Candiano y col., 2004).
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Figura 3.6 Gel 2D-PAGE del plasma humano con y sin tratamiento de precipitacion. (A)
Muestra de plasma sin tratamiento. (B) Muestra de plasma tratada con (NH,),SO, al 50% de
saturacion. (C) Muestra de plasma tratada con precipitacién con acetona. (D) Muestra de
plasma tratada con precipitacion con acetona con los évalos que muestran las diferencias.
La separacién bidimensional se realiz6 usando tiras de 7cm de rango de pH 4-7 en la
primera dimension y geles de poliacrilamida al 10% en la segunda dimensién. Los geles

fueron tefiidos con azul de Coomassie coloidal G-250.
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3.2.4 Electroforesis bidimensional SDS-2D-PAGE de los grupos de
pacientes analizados. Al establecer las condiciones de separacion de proteinas
por SDS-2D-PAGE y el mejor método de preparacion de las muestras de plasma,
se realizaron los tratamientos y la separacion de proteinas por SDS-2D-PAGE de
las muestras de plasma de los pacientes que conforman cada grupo de analisis. A
continuacion, en las Figuras se exponen los geles bidimensionales obtenidos de
los grupos de pacientes analizados:

INFARTO AGUDO DEL MIOCARDIO SIN SUPRADESNIVEL
(NSTEMI)

N1

@ ——
L=d
- .‘o -
- : ®- |
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N10

Figura 3.7. Geles bidimensionales 2D-PAGE de los plasmas de pacientes con NSTEMI (N1 a
N10). Los geles fueron realizados usando tiras de 7cm de un rango de pH de 4-7,

poliacrilamida al 10% y tefiidos con azul de Coomassie coloidal G-250.

ANGINAS INESTABLES
(Al)
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Figura 3.8. Geles bidimensionales 2D-PAGE de los plasmas de los pacientes con Al (Ala
A10). Los geles fueron realizados usando tiras de 7cm de un rango de pH de 4-7,
poliacrilamida al 10% y tefiidos con azul de Coomassie coloidal G-250.

C1 C2
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Figura 3.9. Geles bidimensionales 2D-PAGE de los plasmas de los pacientes sanos tomados
como control (C1 a C10). Los geles fueron realizados usando tiras de 7cm de un rango de
pH de 4-7, poliacrilamida al 10% y tefiidos con azul de comassie coloidal G-250.

3.3ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE ELECTROFORESIS
BIDIMENSIONAL (2D)

Con el objetivo de identificar las proteinas que presentaban alteraciones
significativas en sus niveles de expresion en los grupos de pacientes estudiados,

se realizé el andlisis de las imagenes SDS-2D-PAGE mediante el software PD-
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QUEST. Mediante este software es posible comparar los niveles de intensidad de
una mancha de proteina en cientos de geles simultdneamente, realizar analisis
estadisticos, y crear bases de datos para facilitar la identificacion de aquellas
proteinas de interés.

3.3.1 Analisis de los tres grupos NSTEMI; Al y controles. Los mapas
proteicos de los pacientes fueron agrupados y analizados mediante una revision
pormenorizada de las manchas identificadas en cada gel. Inicialmente, se realizo
la comparacion de las proteinas expresadas por los pacientes con SCA (NSTEMI,
Al) con respecto a aquellas identificadas en los pacientes tomados como control.
Posteriormente, se realiz6 el analisis comparativo entre los pacientes con NSTEMI
y aquellos clasificados como Al. En cada analisis fueron identificadas aquellas
manchas que presentaban niveles de expresion alterados en £30%, vy
posteriormente fueron seleccionadas aquellas manchas que presentaban
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), por medio de la prueba no

paramétrica de Mann-Whitney.

El andlisis de las proteinas expresadas por los pacientes analizados arrojé como
resultado general la identificacion de mas de 350 manchas proteicas, de las cuales
29 presentaron niveles de expresion alterados en los pacientes con SCA con
respecto a los controles. Estos resultados concuerdan con aquellos reportados por
Mateos Et al (2004). Estos investigadores realizaron geles 2D-PAGE de muestras
de plasma a 9 pacientes con AMI, 8 pacientes con Al y 9 controles; e identificaron
alrededor de 400 manchas proteicas en los pacientes analizados. Asimismo,
Dardé (2010) realizo geles 2D y DIGE a 40 pacientes con SCA sin elevacion del
segmento ST y 20 controles, encontrando 33 manchas proteicas que presentaban

expresion diferencial en los pacientes con SCA con respecto a los controles.
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Comparacion de los pacientes con NSTEMI y el grupo control de voluntarios sanos

Se hallaron 26 manchas diferencialmente expresadas entre los grupos analizados.
Se estableci6 que 20 de estas proteinas presentaban niveles de expresion
aumentados en los pacientes con NSTEMI, y las restantes presentaron niveles de
expresion bajos (x 30%) con respecto al nivel de expresion encontrado en los
pacientes control. Sin embargo, de estas manchas, soélo 4 presentaron diferencias

estadisticamente significativas en sus niveles de expresion (p<0.05).

Analisis entre los pacientes con Al y los controles:

Se identificaron 23 manchas que presentaban diferencias en los niveles de
expresion entre los grupos analizados. Se establecié que 20 de estas proteinas
presentaban niveles de expresién aumentados en los pacientes con Al, mientas
que las restantes presentaron niveles de expresion bajos (+ 30%) con respecto al
nivel de expresion encontrado en los pacientes control. Pese a esto, tan sélo 4 de
estas manchas presentaron diferencias estadisticamente significativas en sus

niveles de expresion (p<0.05).

Anédlisis entre los pacientes con Al y los pacientes con NSTEMI:

En el analisis entre los pacientes con SCA, se encontraron 25 manchas que
presentaban diferencias en los niveles de expresién. Se establecié que diez de
estas proteinas presentaban niveles de expresion aumentados en los pacientes
con NSTEMI, y las restantes presentaron niveles de expresiéon bajos (x 30%), con
respecto al nivel de expresion encontrado en los pacientes con Al. No obstante,
s6lo cinco de estas manchas presentaron diferencias estadisticamente

significativas en sus niveles de expresion (p<0.05).
La figura 3.10 muestra una grafico de barras donde se presenta un paralelo del
namero de manchas que presentan diferencias en los niveles de expresion, en

cada uno de los analisis realizados. En el analisis de los pacientes con SCA, con
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respecto a los controles, se observa que alrededor del 80% de las proteinas
presentan niveles de expresion aumentados con respecto a los pacientes sanos
tomados como control. Mientras que al comparar los resultados obtenidos entre
los pacientes con NSTEMI y los pacientes con Al, se observan similitudes entre la
cantidad de proteinas que presentaron niveles de expresidon aumentados, Yy
aguellas en las cuales el nivel de expresion fue menor, con respecto a los
pacientes con Al. Asimismo, el porcentaje de proteinas que presentan diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresion fue aproximadamente

del 18% en todos los andlisis realizados.

m Manchas
Significativas

B Manchas disminuidas

No. de manchas detectadas

Manchas
aumentadas

2
Grupos de pacientes analizados
1. AI-C

2. NSTEMI-C
3. NSTEMI-AI

Figura 3.10 Resumen del analisis comparativo de las diferencias en niveles de expresion de
proteinas en cada uno de los analisis realizados. MA. Corresponde a las manchas con
niveles de expresion aumentados. MD representa las manchas con niveles de expresion
disminuidos. MS. Corresponde a las manchas cuyas diferencias son estadisticamente

significativas (p<0.05) de acuerdo a la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
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3.3.2. Analisis multivariado. Los resultados obtenidos mediante el software de
imagenes PD-QUEST version 8.0.1, fueron exportados al programa de
procesamiento Excel. Con el objetivo de facilitar el manejo de los resultados y
lograr una distribucion normal; se aplico logaritmo natural a los datos obtenidos y
s6lo fueron incluidas en el analisis aquellas proteinas que estaban presentes en
por lo menos seis de los pacientes analizados en un grupo especifico (NSTEMI, Al
y/o controles). Posteriormente, haciendo uso del programa SPSS, se realizd un
andlisis discriminante que nos permitié establecer la existencia de diferencias
significativas en los grupos de pacientes analizados con respecto a los niveles de
expresion de las proteinas identificadas. El andlisis discriminante revisa cada
variable (nivel de expresion de la proteina (NEP)) con respecto a una prueba de
tolerancia, que permite establecer aquellas variables que aportan informacion para
la formacion de los grupos; permitiendo asi, conocer las proteinas que
caracterizan los grupos de pacientes analizados. De esta manera, obtuvimos dos
funciones discriminantes, producto de la combinacién de aquellas variables (NEP)
que permitieron la separacion de los grupos. La figura 3.11 muestra la posicién de
cada uno de los centroides de los grupos analizados con respecto a las dos
funciones discriminantes. La efectiva separacion de los casos, confirma que los
grupos analizados estdn bien diferenciados en cuanto a las funciones
discriminantes establecidas. Finalmente, la tabla A2.1 presenta la matriz de
estructura que contiene las 26 proteinas que presentaron diferencias significativas,

apreciables para la separacién de los grupos analizados (Ver anexo 2).

Seguidamente, se sometieron a la prueba de Levine los niveles de intensidad de
las 26 proteinas consignadas en la tabla A2.1 para confirmar la homogeneidad en
las varianzas. Posteriormente, se realizé la prueba de ANOVA seguida de la
prueba de Dunnett, para identificar aquellas proteinas que presentaban p<0.05
con respecto al grupo de pacientes tomados como control. Finalmente, se

establecio que seis de las veintiséis proteinas analizadas presentaban p<0.05. De
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las cuales, cuatro presentaban niveles aumentados en los pacientes con NSTEMI
con respecto a los controles; y las dos proteinas restantes presentaron niveles de

expresion alterados en los pacientes con Al con respecto a los controles.

FUNCIONES DISCRIMINANTES CANONICAS

Grupos
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Figura 3.11. Analisis discriminante de los grupos de pacientes analizados. 1) Pacientes con
Al. 2) Pacientes con NSTEMI. 3) Pacientes tomados como control. Los cuadros oscuros

representan la posicion del centroide de cada uno de los grupos.

93



ANALISIS PROTEOMICO EN PLASMA DE PACIENTES CON EVENTOS CORONARIOS AGUDOS

Grupo de Investigacion en Bioguimica y Microbiologia

3.4 IDENTIFICACION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LAS
PROTEINAS EXPRESADAS DIFERENCIALMENTE (p<0.05).

A continuacidbn se presentan las proteinas que presentaron diferencias

significativas (p<0.05), en alguno de los andlisis estadisticos realizados:

Tabla 3.5. Manchas identificadas en el estudio que presentaron diferencias
estadisticamente significativas en sus niveles de expresiéon. A{ proteinas con niveles
de expresion aumentados con respecto a aquellos encontrados en los pacientes con Al y
los controles. D* Proteinas con niveles de expresion disminuidos a aguellos encontrados en

los pacientes tomados como control (Ver anexo 3).

PROTEINAS KDa/pl NSTEMI Al Controles

2105 Proteina no Al - -

caracterizada

2202 Haptoglobina Ad - -
6403 Antitrombina Al
8402 al- -
antiquimiotripsina D* D*
8501 al-
antiquimiotripsina D* D*
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Estas proteinas fueron extraidas del gel de 2D-PAGE, digeridas con tripsina,

analizadas por espectrometria de masas LC MS/MS vy bioinformatica para

establecer su identidad inequivoca.

La haptoglobina
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Figura 3.12 Histogramas de la
expresion  diferencial de la
haptoglobina. Las barras verdes
representan los niveles
encontrados en los pacientes
con NSTEM. Las barras rojas,
los niveles de los pacientes con
Al

La causa mas frecuente de la trombosis coronaria es la
ruptura de la placa de ateroma. (Gensini y col., 2002)
Se ha establecido la existencia de placas vulnerables
gue estan formadas por un gran nucleo lipidico, una
capa fibrosa delgada, infiltracion de factores
inflamatorios y hemorragias intraplaca (Fuster y col.,
2005; 2003). La

extracopuscular liberada de los globulos rojos después

Kockx y col., hemoglobina
de la hemorragia intraplaca, es altamente toxica debido
a las propiedades oxidativas del grupo hemo, el cual
participa de la reaccién Fenton para producir especies
reactivas de oxigeno que causan lesion del tejido
(Watanabe y col.,, 2009) y ademas, representa un
potente estimulador de la inflamacion dentro de la
placa. Un importante mecanismo para contrarrestar los
efectos de las hemorragias intra-placas es mediada por
la haptoglobina (Hp), una proteina abundante del
plasma que actia como un antioxidante al enlazarse a
la hemoglobina (Hb), y de este modo previene el dafio
oxidativo del tejido y su potencial inflamatorio (Melamed

y col., 2001).
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Mediante el receptor de recoleccion CD613 presente en los macrofagos, los
complejos Hp-Hb son endocitados y eliminados de los sitios de hemorragia en la
placa ateroesclerética (Heilskov y col., 2001; Levy y col., 2007). En humanos, el
locus del gen estructural de la haptoglobina es polimérfico y tiene dos alelos (Hpl
y Hp2), codificando para tres fenotipos (Hpl-1, Hp 2-1, Hp 2-2). Se han
demostrado diferencias funcionales entre los tres fenotipos. La Hp 2-2 se
caracteriza por su fuerte reactividad inmunolégica, su baja habilidad para
enlazarse a la Hb y por ello su pobre proteccién contra los efectos perjudiciales del
dafio oxidativo. Estas caracteristicas ponen de manifiesto el posible rol de la Hp en
la patogénesis de la arteroesclerosis (Braeckman y col., 1999). Pacientes
hipertensos con Hp 2-2 son mas propensos a desarrollar lesiones
arteroescleréticas de las arterias coronarias. Esos pacientes presentan mas
infartos al miocardio, y estan en alto riesgo de desarrollar hipertension. Asimismo,
se han asociado los niveles de Hp con los niveles en suero de triglicéridos y
apolipoproteinas (Delanghe y col., 1997). Adicionalmente, La Hp 1-1 genera
dimeros a partir de la interaccién con otra Hp. Mientras que la Hp 2-2, interacciona
con dos moléculas de Hp y forma estructuras ciclicas. Se ha determinado que el
complejo Hb/Hp 1-1 es un mejor estimulador de los macrofagos para secretar
citoquinas antiinflamatorias, comparado con el complejo formado por la Hp 2-2
(Levy y col., 2007).

El rol que desempefia la haptoglobina en la ruptura de la placa de ateroma y la
asociacion de la Hp con la progresion de la arteroesclerosis, evidencian los niveles
aumentados de haptoglobina en los pacientes con NSTEMI analizados en nuestro
estudio. La utilidad de esta proteina en el diagnostico de los pacientes con SCA
sin supradesnivel, estaria condicionado al tiempo de inicio de su elevacion en el
plasma y a la incidencia de las microhermorragias en las placas de ateroma. El
trabajo realizado por Kockx et al. en el 2003, revela que las microhemorragias que

se presentan en las placas arteroescleroticas activan los macrofagos, la formacion
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de células espumosas y eventualmente podrian promover la vulnerabilidad de la
placa a la ruptura. Esto nos permite sugerir que los niveles de haptoglobina en el
plasma pueden elevarse antes del evento cardiaco. Adicionalmente, se ha
reportado que estas microhemorragias son subestimadas y que podrian ocurrir en
mas del 40% de los pacientes con placas ateroescleroticas avanzadas (Levy y
col., 2007). Nuestros resultados muestran que los niveles de haptoglobina estan
aumentados en el 60% de los pacientes con NSTEMI, lo que insinuaria que estos
pacientes presentaron microhemorragias en sus placas de ateroma. Estos
resultados indicarian la prevalencia de los niveles aumentados en los pacientes
con NSTEMI y la incidencia de las microhemorragias en las placas
ateroescleroticas; lo cual pone de manifiesto que la haptoglobina podria
convertirse en un potencial marcador de diagndstico en pacientes con SCA sin

supradesnivel.

A 1-Antiquimiotripsina

ANGINAS (Maser El remodelamiento de los ventriculos desempefia un rol

importante en la enfermedad coronaria. Normalmente,
pe < existe un balance entre las metaloproteinasas de la
matriz y los inhibidores de metaloproteinasas en los

NSTEMI (Master)

tejidos Un desbalance en este equilibrio esta asociado
con dilatacién ventricular y deterioro de la funcién
' - ventricular izquierda (Loftus y col., 2002).

#2734 56

'CONTROLES (Master)

"

Figura 3.13 Patron representativo de la «  Proteoliticas, como las metaloproteinasas y las serin
T-antiquimiotripsina (AACT_HUMAN) en

los pacientes con SCA sin suprades nivel y H H 1

controles. Las imagenes fueron obtenidas prOteasaS CﬁtGpSlna CISteIna’ pUEden degradar Ia MEC y
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contribuir a procesos fisiolégicos como la ateroesclerosis (Lutgens, 2007). La
catepsina G es una serin proteasa que ha mostrado potentes propiedades pro-
inflamatorias. Entre sus funciones mas importantes, se destacan el papel que
desempefia en la degradacion de las citoquinas y componentes de la MEC, y
también su potencial quimioatrayente de las células T. La catepsina G rompe los
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) como un mecanismo para modular la
coagulacion y el remodelamiento de los tejidos en los sitios de inflamacién y
lesion. Adicionalmente, también induce la activacion de metaloproteinasas de
matrix (Sharony y col., 2010). Un mecanismo para contrarrestar los efectos de las
proteasas, lo representa la accion de la a 1-antiquimiotripsina (AACT), una serpina
que inhibe la actividad de algunas proteasas, entre ellas la catepsina G
(Kalsheker, 1996).

En el estudio protedmico, realizado a pacientes con SCA sin supradesnivel, se
identificaron dos isoformas (tabla 3.6) de la AACT que presentan diferencias
estadisticamente significativas en sus niveles de expresion. Las isoformas (3) y (4)
presentaron niveles de expresién disminuidos en los pacientes con NSTEMI,
comparados con el nivel de expresion observado en pacientes con Al y los
controles. Estos resultados son consistentes con los reportados por Kazmierczak
et al. en cuyo trabajo evaluaron los niveles de proteinas de fase aguda, como
proteina C reactiva y a 1-antiquimiotripsina, en pacientes con enfermedades
coronarias. Los resultados revelan que los pacientes con angina inestable
presentan mayores incrementos en los niveles de estas proteinas (Kazmierczak y
col.,, 1999). Adicionalmente, las isoformas (1) y (6) no se observaron en los
pacientes con Al, mientras que en los pacientes con NSTEMI y controles los
niveles de expresion detectados fueron similares. Estas observaciones indicarian
gue algunos genotipos de AACT podrian estar asociados con reduccion del riesgo
de isquemia en enfermedades cardiacas (Murohara y col., 1995). Adicionalmente,

los niveles disminuidos de la isoforma (4) de la AACT podrian sugerir la
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importancia de esta proteina como marcador de diagndstico de los pacientes con

SCA sin supradesnivel.

Tabla 3.6. Isoformas de la a 7-AACT identificadas en el plasma de pacientes con NSTEMI, Al
y controles. Se presentan los niveles de expresion en unidades de intensidad, los datos se
representan como la media + ESM. MP: peso molecular, pl exp: punto isoeléctrico

experimental.

Proteina MP/pl exp. NSTEMI Al Controles
a1-AACT(SD 534/636  1.1(0.13)  ND 0.98 (0.02)
a1-AACT(S2) 539/641  1.70(0.25) 1.9(0.26)  1.63(0.20)
a1-AACT(S3) B52/646  2.30(0.21) 2.62(0.25) 2.79 (0.22)
a1-AACT(S4) 566/6.50  1.80(0.22) 2.10(0.20)  2.43(0.13)
a1-AACT(SS) 5g0/6.55  1.23(0.21) 1.60(0.23)  1.21(0.87)
a1-AACT(IS6) 58 5/6.61 1.40 (0.28) ND 1.36 (0.17)
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La trombosis producto de la ruptura de la placa de
ateroma constituye la principal causa de los SCA.
Cuando se produce la ruptura, el contacto del tejido
sanguineo con el factor tisular presente en el nucleo
lipidico de la placa, desencadena el proceso
trombotico (Fuster y col., 2005). La trombina es la
enzima clave en la coagulacibn sanguinea. Su
principal funcién es la degradacion del fibrinbgeno a
mondmeros de fibrina, mediante la activacion de las
plaquetas y los factores de coagulacion. La actividad
de la trombina es regulada principalmente por dos
mecanismos diferentes. Cuando la trombina se enlaza
a la proteina de membrana trombomodulina pierde
todas sus propiedades procoagulantes. Otro
mecanismo de regulacion esta dado por un grupo de
inhibidores de la enzima. La antitrombina es el
principal inhibidor plasmatico de la trombina (Davie y

col., 1991).

La antitrombina Ill, es una serpina que regula las serin proteinasas de la cascada

de coagulacion de la sangre. Esta bien establecido que las deficiencias genéticas

de esta serpina en humanos, esta asociada con el incremento del riesgo de

desarrollo anormal de trombos o procesos trombéticos (Olson y col., 2010; Kostka

y col., 2005). El analisis de esta proteina en nuestro estudio revela niveles

elevados en los pacientes con NSTEMI (Figura 3.14), comparados con los niveles

observados en los pacientes con Al y controles. Estos resultados podrian

evidenciar la naturaleza de la obstruccion del flujo coronario. Teniendo en cuenta
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gue la angina inestable es producto de trombos labiles que se forman y se lisan;
mientras que el infarto agudo del miocardio sin onda Q, se produce por la
formacién de trombos no oclusivos que se lisan espontdneamente o por agentes

fibrinoliticos, en menos de seis horas (Zarco, 1996).

De acuerdo a estos resultados, la antitrombina Il podria ser un indicador de la
gravedad de la obstruccién presente en los pacientes con SCA sin supradesnivel.
La aparente correlacion positiva entre los niveles de antitrombina y la duracion del
trombo no oclusivo podria evidenciar la importancia de la antitrombina al
discriminar la gravedad del evento coronario en los pacientes con SCA sin
supradesnivel. Sin embargo, se debe tener en cuenta que correlaciones similares
pueden presentarse en aquellos pacientes que han sido sometidos a terapia con

anticoagulantes.
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encontrados en los pacientes con Al. Las
barras naranja representan los niveles
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Fueron identificados niveles aumentados
de esta proteina no caracterizada en los
pacientes con NSTEMI, con respecto a
los niveles observados en las Al y los
controles. Esta proteina fue expresada
en el 90% de los pacientes con NSTEMI,
el 70% de los pacientes con Al y el 70%
de los pacientes tomados como control.
Adicionalmente, las diferencias entre los
niveles observados en los pacientes con
NSTEMI y las Al son estadisticamente
significativas, tal como se muestra en la
figura 3.15.

El posible rol que desempefia esta
proteina en el desarrollo y progresiéon de
los SCA; representaria un campo de
investigacion importante, teniendo en
cuenta la elevacion de sus niveles en los
pacientes con NSTEMI y por ello la

potencial utilidad de esta proteina en el

diagnéstico de los pacientes con SCA sin supradesnivel.

Definitivamente, la identificacion de proteinas relacionadas con: la respuesta

inflamatoria, la proteccion del dafio producido por las proteasas en el tejido

epitelial y la regulacion de proteinas que participan en la cascada de coagulacion

desencadenada por la ruptura de las placas de ateroma; pone de manifiesto los

multiples factores que intervienen en el desarrollo de los SCA. Como se encuentra

102



ANALISIS PROTEOMICO EN PLASMA DE PACIENTES CON EVENTOS CORONARIOS AGUDOS

Grupo de Investigacion en Bioguimica y Microbiologia

reportado en la literatura, las proteinas identificadas en nuestro estudio no son
exclusivas de las enfermedades coronarias y se han relacionado con diversas
enfermedades como diabetes, alzheimer, cirrosis hepética, enfermedades
pulmonares, entre otras (Awadallah y col., 2008; Ritchie y col.,2004; Thomas
2000, Faber y col.,1993). No obstante, estas proteinas podrian ser consideradas
candidatos a marcadores de la enfermedad. El andlisis de sus niveles, como una
aproximacion a la estrategia de multibiomarcadores (Morrow y col., 2003; Villarrifio
y col., 2004), apoyada por las herramientas de diagndéstico usadas actualmente en
la practica clinica; podrian representan una alternativa prometedora en el esfuerzo
por establecer el diagnostico adecuado de los pacientes con SCA sin
supradesnivel. La identificacion de estas proteinas que presentan alteraciones
estadisticamente significativas en sus niveles de expresion, demuestran que el
andlisis protedomico del plasma es una herramienta util para identificar posibles

biomarcadores en el plasma de los pacientes con SCA sin supradesnivel.
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3.5. IDENTIFICACION POR ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS PROTEINAS
EXPRESADAS DIFERENCIALMENTE.

Como una aproximacion en el intento de conocer la identidad de las proteinas que
presentaron niveles de expresion alterados, con p>0.05; se organiz6 una base de
datos que contenia la caracterizacion por masa molecular (PM) y punto
isoeléctrico (pl) de aquellas proteinas plasmaticas relacionadas con enfermedades
cardiovasculares. En el anexo A3.1 se reunen las 177 proteinas incluidas y sus

isoformas, para un total aproximado de 283 proteinas.

A continuacion en la tabla 3.7 se presentan las proteinas que mostraron niveles de

expresion alterados con respecto a alguno de los grupos de estudio:

104



ANALISIS PROTEOMICO EN PLASMA DE PACIENTES CON EVENTOS CORONARIOS AGUDOS

Grupo de Investigacion en Bioguimica y Microbiologia

Tabla 3.7. Manchas identificadas en el estudio que presentaron diferencias en sus niveles de

expresién. AJ proteinas con niveles de expresion aumentados con respecto a los niveles

encontrados en los pacientes con Al y los controles. A¥ proteinas con niveles de expresién

aumentados con respecto a los niveles encontrados en los pacientes con NSTEMI y

controles. A£ proteinas con niveles de expresion aumentados con respecto a los niveles

encontrados en los pacientes tomados como control. D£ proteinas con niveles de expresion

disminuidos con respecto a los niveles encontrados en los pacientes tomados como

control.

PROTEINAS KDa/pl NSTEMI Al Controles
2201 40.03/5.16 A¥ -
2305 43.41/4.91 A¥ -
3001 12.98/5.33 AE -AE -
3003 8.74/5.42 AE AE -
4101 26.5/5.87 Al - -
5101 25.6/5.70 Al - -
5003 12.43/5.86 AE AE
6102 28.0/6.13 AE -AE -
6401 52.8/6.11 D£ D£
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3.5.1 Identificacion de las proteinas aumentadas en los pacientes con
NSTEMI. Inicialmente, fueron identificadas las proteinas presentes en los
pacientes con NSTEMI que alcanzaron niveles de expresion aumentados con
respecto a los demas grupos estudiados. La tabla 3.8 presenta las proteinas
reportadas en la literatura que presentaron mayor similitud en sus valores de PM y

pl con respecto a aquellos observados en nuestro estudio.

Tabla 3.8. Proteinas identificadas por andlisis bioinformético utilizando la base de datos
SWISS 2D-PAGE (Instituto suizo de Bioinformética).

PMo plo PMt plt Cdodigo PDB Proteina
26.5 5.87 26.5 5.46 Q15848 Adiponectina
25.6 5.70 25.9 5.66 P10909 Clusterina

cadena Beta

PMo: peso molecular observado. plo: punto isoeléctrico observado. PMt: peso molecular

tedrico. plt: punto isoeléctrico tedrico.

La adiponectina

La adiponectina, es una adipocitocina secretada por el tejido adiposo, y que se ha
relacionado con desordenes de obesidad. Es una proteina abundante en el
plasma humano (3-30 pg/ml), que circula en éste con diferentes formas

oligomericas, tales como: trimeros, hexadmeros y formas de alto peso molecular.

La adiponectina regula negativamente la acumulacion de depdsitos de grasa en el
cuerpo y ha sido relacionada con diabetes tipo 2, enfermedades coronarias e
hipertension (Shibata y col., 2009). Se le ha vinculado con mudltiples funciones
fisiol6gicas como la modulacién del metabolismo de la glucosa y la homeostasis
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energética (Bik y col., 2009). Estudios epidemioldgicos que relacionan los niveles
plasmaticos de adiponectina con enfermedades coronarias han presentado
resultados controversiales. Dos estudios prospectivos realizados a indios
americanos y mujeres britdnicas, respectivamente, no hallaron asociacion entre
los niveles plasmaticos de adiponectina y la incidencia de enfermedades
coronarias; pero un reciente estudio prospectivo y un meta-analisis reporta
asociacion entre ambas (Shibata y col., 2009). Sin embargo, estudios prospectivos
sugieren que altos niveles de adiponectina podrian ser predictores de mortalidad
en pacientes con falla cardiaca congestiva. Adicionalmente, se ha encontrado una
fuerte correlacion entre los niveles de BNP o NT-proBNP y la adiponectina
(Haugen y col., 2008; Kistonp y col., 2005; McEntegart y col., 2007; Tamura y col.,
2007; Tanaka y col., 2008; Wannamethee y col., 2007). Asimismo, se han
asociado los niveles plasmaticos de adiponectina con los de TNFa y de

lipoproteinas oxidadas de baja densidad (Shinmura, 2010).

Clusterina

La proteina clusterina (apo-lipoproteina J) es una proteina heterodimérica, que
inicialmente fue hidrolizada entre los residuos 227/228 para remover el péptido
sefal y generar las cadenas alfa y beta. Estas cadenas son ensambladas para dar
un molécula heterodimérica en la cual los residuos de cisteina se enlazan para
formar cinco puentes disulfuro. La apoJ se ha encontrado en diversos fluidos
fisiologicos como el plasma, la orina, la leche materna, el semen y el fluido
cerebroespinal. Esta amplia distribucion sugiere que la apoJ realiza funciones
biolégicas muy importantes, como el transporte de lipidos, la maduraciéon de la
esperma, regulacion de la cascada del complemento, apoptosis y reciclamiento de
la membrana (Miyata y col., 2010). Se ha reportado que la apoJ es liberada al

plasma como respuesta a la lesion tisular en diversos tejidos. En experimentos de
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micoarditis inmune, usados para estudiar los mecanismos autoinmunolégicos en
enfermedades inflamatorias (Wenrui y col., 2004), se ha encontrado que la apoJ
se acumula en los miocitos en la interface entre el tejido miocardico degenerado y
los alrededores del tejido miocérdico sano (Swertfeger y col., 1996). Un estudio
donde se pretendia conocer los mecanismos de re-estenosis después de una
angioplastia coronaria, se encontré6 que la apoJ es inducida en la intima y
neointima del tejido epitelial. Adicionalmente, se establecio que la apoJ estimula la
proliferacion y migracion de las células del musculo liso, ante lo cual, los autores
sugieren que la apoJ contribuye a la re-estenosis después de la angioplastia
(Miyata y col., 2010).

Los altos niveles de clusterina observados en los pacientes con NSTEMI
analizados en nuestro estudio; pueden ser producto de la lesion del tejido cardiaco
causada por la deficiencia de oxigeno. Por otro lado, no se ha confirmado el papel
gue desempefia la apoJ en los procedimientos de angioplastia, y puede deberse
simplemente a que esta proteina esta presente en los tejidos lesionados tal como
ha sido reportado por Swertfeger (1996).

3.5.2 Identificacion de las proteinas aumentadas en los pacientes con Al. A
continuacion, fueron identificadas las proteinas que alcanzaron niveles de
expresion aumentados en los pacientes con Angina inestable con respecto a los
niveles observados en los pacientes sanos tomados como controles. La tabla 3.9
presenta las proteinas reportadas en la literatura que presentaron mayor similitud

en sus valores de PM y pl con respecto a aquellos observados en nuestro estudio.
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Tabla 3.9. Proteinas identificadas por analisis bioinformatico utilizando la base de datos
SWISS 2D-PAGE (Instituto suizo de Bioinforméatica).

PM o pl PMt plt Cddigo PDB Proteina
43.41 4.91 43.4 5.05 P06727 Apolipoproteina
40.03 5.16 40.4 5.34 P22891 Proteina Z

PMo: peso molecular observado. plo: punto isoeléctrico observado. PMt: peso molecular
tedrico. plt: punto isoeléctrico tedrico.

La apolipoproteina

La apolipoproteina (Lp(a)) es una clase de lipoproteina que se sintetiza en el
higado y une a una molécula de LDL por medio de un enlace disulfuro. Sus
funciones vasculares son desconocidas, pero presenta regiones homélogas al sitio
activo del plasmindgeno, lo cual sugiere que podria mejorar o inhibir la fibrindlisis
(Danesh y col., 2000).

Un meta-analisis realizado con 27 estudios prospectivos revelé una asociacion
entre los niveles de Lpa y las enfermedades de las arterias coronarias (Danesh y
col., 2000). Por otro lado, un estudio epidemioldgico prospectivo realizado a 1777
japoneses americanos, mostro asociacion entre niveles altos de Lp(a), niveles
bajos de lipoproteinas de alta densidad LDL y el padecimiento de enfermedades
coronarias. Los autores sugieren que el conocimiento de las falencias del
metabolismo de los lipidos en los individuos que padecen enfermedad coronaria,
podria contribuir al manejo de esta enfermedad (Sharp y col., 2000). Los niveles
aumentados de Lp(a) en los pacientes con Al son consistentes con los resultados
encontrados por Dardé (2010), en cuyo estudio protedmico en pacientes con SCA,
observé niveles alterados de Lp(a) con respecto a los niveles encontrados en los

controles sanos. Del mismo modo, en el andlisis de proteinas realizado por
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Mateos-Caceres en el 2004, se reportaron niveles aumentados de Lp(a) en los
pacientes con Al con respecto al nivel de expresién observado en los pacientes

con NSTEMI y los pacientes control.

Los niveles diferenciales de la Lp(a) en los pacientes con Al y NSTEMI,
confirmados en otros estudios, pone de manifiesto la importancia de esta proteina
como un marcador bioquimico util en la discriminacion de estas patologias. Las
propiedades anti-inflamatorias reportadas para la Lp(a) (Dimayuga y col., 1999),
pueden explicar el papel antagénico que desempefia esta proteina ante la
reaccion inflamatoria que genera el evento cardiaco (Mateos-Caceres y col.,
2004); y esta funcion que se ve reflejada en el aumento de sus niveles plasmaticos

en aquellos pacientes que no presentaron complicaciones mayores.

La proteina Z

La proteina Z (PZ) es un miembro de los factores de coagulacién plasmaticos
dependientes de vitamina-K, entre los cuales se incluye las proteinas pro
coagulantes como los factores I, VII, IX y X, asi como también la proteina
anticoagulante C. Aunque no se ha establecido su rol exacto en la coagulacion, se
le ha vinculado por un lado con la trombina para favorecer la coagulacion, y por
otro lado por ser un anticoagulante natural (Lichy y col., 2004).

La ubicacion de la PZ en las lesiones vasculares ateroesclerédticas de pacientes
diabéticos y no diabéticos, fue investigada y comparada con controles sanos. La
PZ fue detectada en el endotelio microvascular y en depdésitos extravasculares
alrededor de las placas de los pacientes diabéticos y no diabéticos, y no fue
detectado en el espacio subendotelial, ni en las células del endotelio microvascular

de individuos sanos (Greten y col., 1998). Se han asociado los niveles plasmaticos
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de la PZ con un estado protrombdtico en el contexto de la isquemia cerebral en

individuos jovenes (Lichy y col., 2004).

Gris y colaboradores, sugirieron que la PZ desempeiia un rol anticoagulante en el
embarazo (Gris y col., 2002). Los niveles aumentados de esta proteina en
pacientes con angina inestable, podrian estar relacionados con los resultados
encontrados por Gris, y podrian representar una posible explicacién de las
diferencias en la severidad de los eventos cardiacos presentados por los pacientes

con Al con respecto a aquellos que tuvieron un NSTEMI.

3.5.3 Identificacion de las proteinas aumentadas en los pacientes con SCA.

En el andlisis de imagenes se observaron proteinas que alcanzaron niveles de
expresion aumentados en los pacientes con SCA (Al, NSTEMI), con respecto a
aquellos encontrados en los controles. La tabla 3.10 presenta las proteinas
reportadas en la literatura que presentaron mayor similitud en sus valores de PM y

pl con respecto a aquellos observados en nuestro estudio.

La sangre contiene un sistema enzimatico denominado sistema fribinolitico
encargado de disolver los coagulos de sangre. Este sistema esta compuesto por
una proenzima, el plasmindégeno y activadores del plasmindégeno. Estos ultimos,
son los encargados de convertir el plasminégeno en plasmina, que corresponde a
la forma activa encargada de degradar las redes de fibrina formadas en el proceso

de coagulacion sanguinea.

El activador tisular del plasminégeno

El activador tisular del plasmindgeno (t-PA) es una serina proteasa de 527

aminoacidos. Esté formada por dos cadenas producto de la ruptura proteolitica del
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enlace formado entre la Arg 275-lle 276. La cadena A (cadena pesada) esta
presente en el extremo amino terminal de la proteina y la cadena B (cadena ligera)

contiene el sitio activo de la enzima.

La cadena ligera es capaz de activar el plasminégeno, pero requiere de la cadena
A para enlazarse a la fibrina. La presencia de la fibrina mejora notablemente la
activacion del plasminégeno porque incrementa la concentracion local del
plasmindgeno al crear una interaccion adicional entre la t-PA y el sustrato (Collen
y col., 1991).

Tabla 3.10. Proteinas identificadas por analisis bioinformatico utilizando la base de datos
SWISS 2D-PAGE (Instituto suizo de Bioinformatica).

PMo pl PMt plt Cdodigo PDB Proteina
28.05 6.13 28.1 6.09 P00750 Activador
tisular del

plasminégeno
12.98 5.33 11.7 5.89 P02735 Proteina
amiloide A

del suero
(SAA)
8.74 5.42 8.58 5.57 P02735 Proteina
amiloide A
12.43 5.86 11.24 531 P02735 SSA (2-102)

.PMo: peso molécular observado. plo: punto isoeléctrico observado. PMt: peso molecular

tedrico. plt: punto isoeléctrico teodrico.

Se realiz6 un estudio prospectivo que hallé asociacion entre el incremento de los
niveles de t-PA con el riesgo de sufrir un infarto al miocardio (Ridker y col., 2003).

Los niveles aumentados de la cadena A de la t-PA en los pacientes con NSTEMI y
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Al, analizados en nuestro estudio, confirma la importancia del sistema fibrinolitico

en el desarrollo y pronostico de los SCA.

La proteina amiloide del suero

La proteina amiloide del suero (SSA) consiste en una familia de apolipoproteinas
que se enlazan a lipoproteinas de alta densidad después de su sintesis y
participan activamente en el metabolismo del colesterol durante los estados
inflamatorios. Se ha reportado que la proteina SSA permite la adhesién y
guimiotaxis de células fagociticas y linfocitos y podria contribuir a la inflamacion de
arterias coronarias con arterioesclerosis por incremento en la oxidacién de

lipoproteinas de baja densidad (Gabay y col., 1999).

Se ha asociado los niveles de proteina SAA y la proteina C reactiva (PCR) con
eventos vasculares como el infarto al miocardio y la falla cardiaca congestiva. Por
esta razon, se ha sugerido a la SAA como el marcador complementario para la
PCR. Sin embargo, se ha sugerido a la SAA como un marcador promisorio en las
enfermedades cardiovasculares, puesto que exhibe un rango dinamico mas amplio
y la elevacién de sus niveles en el plasma es mas rapido (Johnson y col., 2004). Al
igual que la PCR, se ha sefalado que la SAA promueve la respuesta inflamatoria
durante el proceso arterioesclerético. Por esta razon, se han establecido rangos
de concentracion de la proteina que sugieren que los niveles de SSA son
proporcionales al grado de inflamacion, y podrian ser usadas para establecer el

riesgo relacionado a la reaccién inflamatoria en un SCA (Wu y col., 2007).

Los niveles aumentados de la proteina SSA en los pacientes con SCA con
respecto a los niveles encontrados en los controles sanos; concuerdan con los
resultados reportados por Dardé en 2010 y confirman la influencia de la respuesta

inflamatoria que caracteriza el desarrollo y progreso de la enfermedad coronaria.
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3.5.4 Identificacion de la proteina disminuida en los pacientes con SCA.
Finalmente, se establecidé la identidad de una proteina que presentd niveles
disminuidos en los pacientes con SCA (Al, NSTEMI) con respecto a los niveles
encontrados en los pacientes control. En la tabla 3.11 se muestra la proteina
reportadas en la literatura que presenta mayor similitud en sus valores de PM y pl

con respecto a aquellos observados en nuestro estudio.

Tabla 3.11. Proteinas identificadas por analisis bioinformético utilizando la base de datos
SWISS 2D-PAGE (Instituto suizo de Bioinformética).

PMo pl PMt plt PDB Proteina
52.8 6.11 54.0 6.22 P05546 Cofactor de la
heparina

PMo: peso molécular observado. plo: punto isoeléctrico observado. PMt: peso molecular

tedrico. plt: punto isoeléctrico tedrico.

El cofactor Il de la heparina

El cofactor Il de la heparina (HCII) es un factor de coagulacion miembro de la
superfamilia de las serpinas (inhibidores dserinoproteasas), que inhibe
principalmente la trombina, y sirve de cofactor para la heparina y el dermatan

sulfato (Kamp y col., 2001).

El cofactor Il de la heparina inhibe especificamente la trombina y esta inhibicién se
incrementa dramaticamente en presencia del dermatan sulfato. Los estudios
realizados con humanos sugieren que altos niveles plasmaticos del HCII protegen
contra la re-estenosis en intervenciones coronarias percutaneas (Takamori y col.,
2004). Los andlisis realizados en ratones, mostraron que el HCII interactia con el

dermatan sulfato en la pared arterial después de las lesiones del endotelio, y por lo
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tanto exhibe efecto antitrombotico. Ademas, la deficiencia de HCIl promueve la

aterogénesis en el epitelio del raton (Leidenfrost y col., 2003).

Los niveles aumentados del cofactor Il de la heparina en los pacientes tomados
como control, son coherentes con el rol que desempefia esta proteina en el
proceso trombolitico, y que se han dilucidado mediante los estudios realizados en

animales y humanos.

® |nflamacion y
respuesta inmune

B Coagulacidn

» Remodelamiento de
los tejidos

® Metabolismo y/o
transporte de lipidos

| m2 m3 m4d

Figura 3.16. Diagrama circular que presenta la clasificacion de las proteinas identificadas
por el andlisis bioinformatico, en grupos funcionales asociados con la patologia

cardiovascular.

Finalmente, la figura 3.16 muestra un grafico donde fueron clasificadas, las
proteinas aparentemente identificadas, en los grupos funcionales que han sido
asociados directamente con la patologia cardiovascular: inflamacion, coagulacion,
remodelamiento de los tejidos y metabolismo y/o transporte de lipidos (Dardé y
col., 2010; Andersson, 2005; Ping y col., 2005; Berhane y col., 2005). De estas
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proteinas, cuatro han sido relacionadas con enfermedades cardiovasculares y se
han considerado como relevantes en los SCA. Sin embargo, las tres restantes
(adiponectina, clusterina y la proteina Z) no habian sido relacionadas
especificamente con enfermedades cardiovasculares o SCA. Estas proteinas en el
futuro, podrian ser evaluadas como marcadores bioquimicos que podrian ser Gtiles

en el diagnostico y/o prondstico de la enfermedad.

La concordancia entre la aparente identidad de las proteinas identificadas por
bioinformética y los niveles aumentados o disminuidos en cada grupo de
pacientes; fortalecen esta aproximacion en la identificacion de las proteinas
diferencialmente expresadas (p>0.05). Teniendo en cuenta que pueden
presentarse dificultades asociadas a la separacién de las proteinas en muestras
complejas como el plasma; posible contaminacion por otras proteinas, sumado a
las bajas concentraciones de las proteinas de interés; lo cual dificultaria e incluso
impediria la identificacidbn inéquivoca por espectrometria de masas de las

proteinas con niveles de expresion alterados.

En definitiva, el presente trabajo muestra que la electroforesis bidimensional, la
espectrometria de masas y el andlisis bioinformatico, son herramientas
proteGmicas utiles en el esfuerzo de identificar proteinas que presentan niveles de
expresion alterados, asociados a esta patologia y que podrian constituir futuros
biomarcadores de la enfermedad. La ubicacion de las proteinas, que presentan
alteraciones en sus niveles de expresion, en los diferentes grupos funcionales
asociados a la enfermedad; ponen de manifiesto, la importancia de la estrategia
de multi-biomarcadores, propuesta por algunos autores (Morrow y col., 2003;
Villarifio y col., 2004) y que podria ser el camino a seguir en la busqueda de
mejores mecanismos que permitan apoyar el diagnostico de los pacientes con
SCA sin supradesnivel. lgualmente, estos resultados, serian el comienzo de

futuros estudios encaminados a conocer el papel que desempefian estas
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proteinas en la fisiopatologia de los SCA, o para evaluar su utlidad como

biomarcadores de la enfermedad.

117



ANALISIS PROTEOMICO EN PLASMA DE PACIENTES CON EVENTOS CORONARIOS AGUDOS

Grupo de Investigacion en Bioguimica y Microbiologia

4. CONCLUSIONES

El tratamiento de precipitacion con acetona permitid preparar las muestras de
plasma de pacientes con SCA para lleva a cabo la separacion de proteinas por
SDS-2D-PAGE. Con este método de separacion, se redujeron interferencias
causadas por el exceso de albumina y otras proteinas mayoritarias, permitiendo
mejorar la resolucion de proteinas menos abundantes y reduciendo las lineas

horizontales y verticales en geles tefiidos con azul de Coomassie coloidal.

La separacion de proteinas por SDS-2D-PAGE y el analisis de imagenes mediante
el software PD-QUEST permitieron obtener geles bidimensionales con alta
resoluciéon y reproducibilidad en la caracterizacion de proteinas de muestras de

plasma de pacientes con SCA sin supradesnivel.

El andlisis por LC MS/MS permiti6 la identificacion de las proteinas que
presentaron niveles alterados en los pacientes con SCA. Lo cual la convierte en
una estrategia util en la identificaciéon de proteinas plasméaticas separadas por
electroforesis 2D-PAGE.

El estudio comparativo de los proteomas de pacientes con NSTEMI, Al y controles
sanos permitio identificar proteinas que presentaron diferencias en sus niveles de
expresion, y que han sido relacionadas con enfermedades cardiovasculares.
Adicionalmente, fue identificada una proteina que no ha sido caracterizada, y que
podria ser objeto estudios posteriores que permitan establecer el papel que
desempefia en los SCA sin supradesnivel.

Los niveles alterados de la haptoblobina, la a 1-antiquimiotripsina y la

antitrombina, sugieren la importancia de estas proteinas en el desarrollo de los
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SCA; y el posible rol que podrian desempefiar al establecer el diagnéstico de

estos pacientes.

La concordancia entre la aparente identidad de las proteinas identificadas por
bioinforméatica y los niveles de expression alterados en cada grupo de pacientes;
fortalecen este esfuerzo en la identificacion de proteinas, el cual seria Gtil en
aguellos casos en los que la naturaleza de la muestra y las dificultades asociadas

a su manipulacién, impedirian su identificacién por espectrometria de masas.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la importancia de las herramientas
protedbmicas en el estudio de las proteinas expresadas en el plasma de los
pacientes con SCA; permitiendo la identificacion de proteinas que podrian ser
candidatos a marcadores de la enfermedad y que podrian ser utiles en el

diagnéstico de los pacientes con SCA sin supradesnivel.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar un analisis protedmico dirigido a evaluar los péptidos y proteinas de bajo
peso molecular que no pueden ser separados por SDS-2D-PAGE y que pueden
contener informacion valiosa de los sistemas implicados en la patogénesis de los
SCA.

Evaluar el uso de técnicas mas sensibles para la identificacion de proteinas en los
geles como 2D-DIGE, que permitan identificar aquellas proteinas de baja
concentracion que podrian ser solapadas por las proteinas abundantes del

plasma.

Generar anticuerpos especificos de las proteinas que presentaron niveles de
expresion alterados en nuestro estudio, que permitan realizar estudios que
involucren un numero significativo de pacientes, donde se evalle la presencia de
estas proteinas y la relevancia de su uso en el diagndstico y/o pronostico de los
SCA.

Realizar un estudio donde se analice el proteoma de los pacientes con SCA a
diferentes tiempos con respecto al inicio de los sintomas del evento cardiaco; con
el fin de identificar proteinas alteradas en los diferentes momentos en los que
puede llegar un paciente con un posible SCA a un centro asistencial; y de esta
manera proponer posibles marcadores de diagndstico que estén acordes con las
diferencias en el proteoma que se pueden presentar en las diferentes etapas del
SCA.
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6. ESTRATEGIAS DE PUBLICACION

Los resultados preliminares de este trabajo fueron presentados en:

| Congreso Iberoaméricano de Quimica, Bioquimica e Ingenieria Quimica.

VII Congreso Internacional de Quimica e Ingenieria Quimica.

Realizado en La Habana, Cuba del 12 al 16 de octubre de 2009.

Con la participacion de los siguientes trabajos:

“‘un método econémico y efectivo para remover proteinas abundantes del

plasma compatible con electroforesis bidimensional”

“Analisis protedmico del plasma en pacientes con sindrome coronario

agudo”.

Se escribié una publicacion titulada: “un procedimiento util en la preparacién de
muestras de plasma de pacientes con sindrome coronario agudo previa
separacion de proteinas mediante electroforesis bidimensional”.

Actualmente, esta siendo sometida a publicacion en la Revista Biomédica.
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ANEXOS 1

CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE PROTEINAS UTILIZANDO EL METODO DE

BRADFORD.
1,2
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Figura A.1.1 curva de calibraciéon de la concentracion de proteinas, usando el

metodo de Bradford y patrones de albumina.
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ANEXO 2

MATRIZ DE ESTRUCTURA DEL ANALISIS DISCRIMINANTE

2001 - -0,02127778 | 1406 - 0,08002594
0,033681421 0,008839853
3002 - 0,015844535 | 2104 - 0,078606248
0,029272718 0,010166954
3001 - 0,016822202 | 1302 -0,00397004 | 0,077125101
0,019259227
2202 - 0,003894166 | 2105 - -0,07487805
0,004297238 0,072816296
1103 - 0,270654836 | 3102 - -0,07443461
0,058816262 0,012466072
2201 0,003289338 | 0,207861584 | 1105 - 0,074270536
0,016201859
1404 0,003404865 | 0,197919943 | 2102 - 0,072508102
0,024647695
1403 0,008116658 | 0,17951716 3101 - 0,067113423
0,024433951
1001 - 0,120968272 | 2303 - 0,054254388
0,038361353 0,006394194
2702 0,019151717 | 0,103088832 | 2108 - 0,037682576
0,006543925
2302 0,007872524 | 0,093925492 | 3003 - -0,02976831
0,016859121
2002 - 0,092480273 | 2305 - -0,02711343
0,002121391 0,022316961
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2304 - 0,08320243 2109 0,006689447 | 0,01647373
0,007637863

Tabla A.2.1. Matriz de estructura del analisis discriminante. Las proteinas estan identificadas

mediante cddigos asignados previamente por el programa PD-QUEST. Los datos que

aparecen en las columnas corresponden a los coeficientes de correlacion que presenta cada

proteina con respecto a las funciones establecidas.
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ANEXO 3

Andlisis por LC-MS/MS de la proteina marcada como 2105, y basqueda en
bases de datos utilizando el motor de busqueda Phenyx (tabla de excel con
los resultados obtenidos)

QBGMYVE 14,10 3 3 234 24,9 8,67 8,39 Putative uncharacterized protein 05 =Homo sapiens PE=2 5V =1 - [Q&GMVE_HUMAN]

Confidence Icnri Sequence k&ln Accesslk Prnheln|Prnhe\n Gmu‘:hvannn Typhndlﬁcahnn| Probability XCorr A Score | Rank | Charge ‘ mjfz [Da] | MH+ [Da] ‘ AM [ppm]
High AGVETTTPSK ~ Q6GMV3 5 1 CID 12,34 3,07 0,35 1 2 495,78296  990,55864 48,84
High SYScQVTHEGST) Q6GMVE 5 1 CID C4{Carban 35,60 3,00 0,39 1 2 856,35899 1711,71270 -27,18
High LTVLSQPK Q&cMVE 5 1 CID 1,15 2,33 0,24 1 2 443,36000 8B5,71272 194,52

Andlisis por LC-MS/MS de la proteina marcada como 2202, y busqueda en
bases de datos utilizando el motor de busqueda Phenyx (tabla de excel con

los resultados obtenidos)

B3¢P7T 9,21 2 2| 228 25,5 6,71 5,67 | cDMA FL131310 fis, clone LIVER 1000165, highly similar to Haptoglobin OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 - [B3KP77_HUMAN]
Confidence Ieo] _Sequence_fein Accessif Protein]Protein Grouftivation Tydjodification] Probabilty | XCorr | AScore | Rank | Charge | mfz[Da]l | MA+[Dal | &M[ppm] | AT [min]

High SCAVAEYGVYVK B3KP77 5 1 CID C2(Carban 30,73 322 0,43 1 2 673,75999 1346,51271 643,89 40,39

High VGYVSGWGR  B3KP77 5 1 CID 9,57 2,45 0,39 1 2 490,16000 979,31272 -1207,13 37,66

Andlisis por LC-MS/MS de la proteina marcada como 6403, y busqueda en
bases de datos utilizando el motor de busqueda Phenyx (tabla de excel con

los resultados obtenidos)

Accession| Coverage | # PSMs |¢ Peptides| # AAs | MW [kDa] | cale, pl | Score | Description |
PO1008 4,74 3 2 454 52,6 6,71 9,62 Antithrombin-III 05 =Homo sapiens GN=SERPINC1PE=15V=1 - [ANT3_HUMAN]
Confidence Icnr| Sequence k&in Accessik Prntewn|PrntEin Grnu*:ﬁvah’nn Typ*ndiﬁcah’nn| Probability | ¥Corr A Score | Rank | Charge ‘ mjz [Da] ‘ MH+ [Da]
High FATTFYQHLADS PO1003 1 1 CcID 36,47 3,16 0,20 1 2 765,01971 1529,03215
High LPGIVAEGR. PO1008 1 1 CID 19,25 2,28 0,38 1 2 455,40000 911,79272
Medium  FATTFYQHLADS PO1003 1 1 CID 27,09 2,20 0,21 1 3 510,36000 1529,06544
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Andlisis por LC-MS/MS de la proteina marcada como 8402, y busqueda en
bases de datos utilizando el motor de busqueda Phenyx (tabla de excel con

los resultados obtenidos)

PO1011 5,20 2 2 423 47,6 5,52 7,84 Alpha-1-antichymotrypsin OS=Homo sapiens GN=SERPINA3 PE=15V=2 - [AACT_HUMAN]

CDnﬁdEn:&I:Ofi Sequence keinAccassi}!Pmt&in|Pmt&inGruu*:ﬁvaﬁunTyﬁDdiﬁcaﬁuﬂ Probability XCorr A Score | Rank ‘ Charge| mjz [Da] | MH+ [Da] | AM [ppm]
High DEELSCTVVELK P01011 2 1 CID Ca{Carban 5,29 3,06 0,13 1 711,79999 1422,59271 639,54

High ADLSGITGAR ~ PO1011 2 1 co 39,20 2,81 0,38 1 2 480,98825 960,98923 476,90

Andlisis por LC-MS/MS de la proteina marcada como 8501, y busqueda en
bases de datos utilizando el motor de busqueda Phenyx (tabla de excel con
los resultados obtenidos)

PO1011 15,37 10 3 423 47,6 3,52 34,82 Alpha-1-antichymotrypsin O5=Homo sapiens GN=SERPINAZ PE=15V=2 - [AACT_HUMAN]
Confidence Icur| Sequence &in Accessi} PrDtE\I‘I|P[UtEiI‘I Gruu*:ti\ratun Ty|:|10diﬁcaﬁun| Probability XCorr A Score | Rank | Charge | mjz [Da] | MH+ [Da]
High AVLDVFEEGTEALPO1011 2 1 CID 60,32 4,60 0,62 1 2 954,51999 1%08,03270
High ADLSGITGAR  PO1011 2 1 CID 23,44 3,60 0,41 1 2 480,93799 950,86370
High LYGSEAFATDFQ PO1011 2 1 CID 63,02 3,19 0,56 1 2 946,606492 1892,32257
High ADLSGITGAR ~ P01011 2 1 CID 38,92 2,949 0,29 1 2 480,21311 959,415894
High MLAVSQVWHK  PO1011 2 1 CID 19,69 2,81 0,24 1 2 547,82613 1094,564498
High ADLSGITGAR  PO1011 2 1 CID 10,41 2,70 0,40 1 2 480,88083 960,75438
High MLAVSQWWHK ~ PO1011 2 1 CID 1,00 2,55 0,28 1 2 547,26311 1093,51895
High MLAVSQVVHK ~ PO1011 2 1 CID 1,00 2,48 0,15 1 2 548,30891 1095,51055
High ADLSGITGAR  PO1011 2 1 CID 1,00 2,43 0,26 1 2 480,79892 950,58557
High KLIMNDYVE PO1011 2 1 CID 1,13 2,30 0,14 1 2 497,29968 993,55208

144



ANALISIS PROTEOMICO EN PLASMA DE PACIENTES CON EVENTOS CORONARIOS AGUDOS

Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia

ANEXO 4

Lista de proteinas plasmaticas relacionadas con enfermedades

cardiovasculares

Activin A P08476 7,07 12975,84
Adiponectin Q15848 5,46 245443
Albldmina P02768 5,67 66472,21
Aldolase C P09972 6,46 39324,67
Alpha 2 antiplasmin | P08697 5,87 50450,85
(alpha 2 AP)

Alpha 2 | P01023 5,98 160809,88
macroglobulin (alpha

2M)

Alpha 2 | PO1011 5,32 45265,82
macroglobulin (alpha

2M)

Alpha  (1)-  anti- | P0O1011 5,26 45031,57
chymotrypsin (ACT)

Alpha 1 acid- | P02763 5 21560,12
glycoprotein (AAG)

Alpha  l-antitrypsin | P01009 5,37 44324,55
(AAT)

Alpha  l-antitrypsin | P01009 9,4 5068,14
(AA

Angiotensin- P12821 5,89 146829,26
converting  enzyme

(ACE)
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Angiotensin- pP12821 5,76 138664,93
converting  enzyme

(ACE)

angiotensinogen P01019 5,6 49761,11
angiotensinogen P01019 6,92 1296,49
Angiotensinogen P01019 6,74 1046,19
Angiotensinogen P01019 8,75 931,11
Antithrombin 1l (AT | P01008 5,95 49039,14
1)

Apolipoprotein A-l P02647 5,27 28078,62
Apolipoprotein A-l P02647 5,27 27950,49
Apolipoprotein A-Il P02652 5,05 8707,91
Apolipoprotein A-Il P02652 5,05 8579,78
Apolipoprotein A-IV P06727 5,18 43402,53
Apolipoprotein B P04114 6,57 512858,25
Apolipoprotein B P04114 7,99 240835,61
Apolipoprotein C-I P02654 7,93 6630,58
Apolipoprotein C-I P02654 8,24 6432,35
Apolipoprotein C-II P02655 4,66 8914,92
Apolipoprotein C-III P02656 4,72 8764,67
Apolipoprotein D P05090 52 19303,08
Apolipoprotein E P02649 5,52 34236,68
Apolipoprotein L1 014791 5,49 41128,68
aspartate P00505 8,98 44737,36
aminotransferase,

mitocondrial (m-type)

Basic fibroblast | P09038 9,59 16407,81
growth factor (bFGF)

Beta (2)-glycoprotein | P02749 8,37 36254,6
I, nicked

B-type neurotrophic | P01138 9 13494,38
growth factor (BNGF)

Cathepsin B P07858 5,23 27814,98
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Cathepsin B P07858 4,95 5208,85
Cathepsin B P07858 5,19 22415,93
CD 105 P17813 6,15 68095,09
CD40 ligand, soluble | P29965 8,53 29273,53
CDA40 ligand, soluble | P29965 9,27 16184,37
Ceruloplasmin P00450 541 120085,49
Chitotriosidase Q13231 6,29 49376,48
Cholesteryl ester | P11597 5,64 53094,19
transfer protein

Chromogranin A P10645 4,57 48918,26
Chromogranin A P10645 4,81 12702,32
Chromogranin A P10645 5,59 8555,86
Chromogranin A P10645 4,12 9730,18
Chromogranin A P10645 3,5 3633,7
Chromogranin A P10645 4,2 5080,4
Chromogranin A P10645 3,99 2180,22
Chromogranin A P10645 4,94 1649,88
Chromogranin A P10645 5,84 978,13
Chromogranin A P10645 4 2243,34
Chromogranin A P10645 8,79 1162,31
Chromogranin A P10645 4,68 2097,32
Chromogranin A P10645 4,72 5064,51
Chromogranin A P10645 4,6 4232,59
Clusterin P10909 5,89 50062,56
Clusterin P10909 6,27 24197,38
Clusterin P10909 5,66 25883,19
Coagulation factor IX | P0O0740 5,2 46578,23
Coagulation factor IX | P00740 4,65 16488,24
Coagulation factor IX | P00740 7,22 26156,83
Coagulation factor V| P12259 5,68 248686,9
Coagulation factor V. | P12259 5,78 81173,52
Coagulation factor V. | P12259 8,47 75187,14
Coagulation factor VII | P08709 5,03 17025,93
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Coagulation factor VII | PO8709 7,73 28071,27
Coagulation factor | Q14520 52 32904,47
Vll-activiting protease

Coagulation factor | Q14520 52 32557,06
Vll-activiting protease

Coagulation factor | Q14520 7,67 27325,18
Vll-activiting protease

Coagulation factor | Q14520 7,12 26659,39
Vll-activiting protease

Coagulation factor | PO0451 6,97 264725,58
VIl

Coagulation factor | PO0451 6,3 148451,51
VIl

Coagulation factor | PO0451 5,74 84675,04
VIl

Coagulation factor | PO0451 8,73 63794,48
Vi

Coagulation factor | PO0451 7,46 78989,79
Vi

Coagulation factor X | P00742 5,38 50336,41
Coagulation factor X | P00742 4,59 15725,35
Coagulation factor X | P00742 6,12 34188,53
Coagulation factor X | P00742 8,51 28509,54
Coagulation factor XI | P03951 8,47 41207,07
Coagulation factor XI | P03951 8,33 26836,55
Coagulation factor XII | P00748 9 39673,15
Coagulation factor XII | P00748 8,25 931,03
Coagulation factor XII | P00748 5,06 26104,45
Coagulation factor XII | P00748 5,06 26104,45
Coagulation factor | PO0488 5,81 79244,88
Xl

Complement C1 | PO5155 5,97 52843,36
inactivator

Complement C3 P01024 6 184951,34
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Complement C3 P01024 6,82 71316,61
Complement C3 P01024 5,55 113028
Complement C3 P01024 9,69 9094,65
Complement C3 P01024 5,18 103951,36
Complement C3 P01024 6,89 23590,25
Complement C3 P01024 5 38905,4
Complement C3 P01024 3,98 5136,63
Complement C3 P01024 5,89 33786,78
Complement C3 P01024 10,83 2021,31
Complement C3 P01024 4,79 39488,45
C-reactive protein | P02741 5,28 23047,14
(CRP)
C-reactive protein | P02741 5,28 22950,02
(CRP)
Endotelial cell protein | QOUNNS8 6,69 24797,07
C receptor (EPCR)
Endotelial leucocyte | P16581 5,19 64467,46
adhesion molecule 1
(ELAM-1)
Endothelin-1, Big P05305 5,31 4286,94
Endothelin-1, Big P05305 4,54 2495,94
Enolase, beta, | P13929 7,73 46800,61
skeletal muscle
Enolase, gamma, | P09104 491 47137,39
neurone-specific
Erythropoietin P01588 8,75 18396,14
E-selectin, soluble P16581 5,19 64467,46
P02776 8,8 7769,18
P02776 10,03 6033,28
Q13093 6,99 47792,5
Fas, soluble P25445
Platelet derived | P04085 9,57 14305,59
growth factor (PDGF)
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Pregnancy- Q13219 5,44 172290,43
associated plasma

protein A (PAPP-A)

Prorenin P00797 5,28 37236,17
Protein C P04070 5,6 47332,75
Protein C P04070 5,33 17583,91
Protein C P04070 5,57 29482,49
Protein C P04070 3,66 1446,4
Protein C inhibitor | P05154 9,35 43660,12
(PCI)

Protein C, activated | P04070 5,6 47332,75
(APC)

Protein C, activated | P04070 5,33 17583,91
(APC)

Protein C, activated | P04070 5,57 29482,49
(APC)

Protein C, activated | PO4070 3,66 1446,4
(APC)

Protein S P07225 5,17 70645,14
Protein Z P22891 5,34 40364,56
Prothrombin P00734 5,24 65308,2
Prothrombin P00734 5,01 17376,2
Prothrombin P00734 4,25 14157,32
Prothrombin P00734 4,65 4090,53
Prothrombin P00734 8,88 29738,19
P-selectin Q14242 43 38608
glycoprotein ligand-1

(PSGL-1)

P-selectin, soluble | P16109 6,1 86233,45
(GMP-140)

Resistin Q9HD89 5,72 9553,89
S-100beta P04271 4,57 10581,84
Serum amyloid A | P02735 5,89 11682,7
protein (SAA)
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Serum amyloid A | P02735 5,57 8575,31
protein (SAA)

Serum amyloid A | P02735 5,53 11526,51
protein (SAA)

Serum amyloid A | P02735 5,53 11363,34
protein (SAA)

Serum amyloid A | P02735 531 11235,16
protein (SAA)

Serum amyloid A | P02735 5,54 11439,43
protein (SAA)

Serum amyloid A | P02735 5,52 10871,79
protein (SAA)

Serum placenta | P49763 8,38 22786,08
growth factor

Sex hormone-binding | P04271 4,57 10581,84
globulin (SHBG)

Smooth muscle | P35749 5,42 227339,24
myosin heavy chain

Tau protein P10636 6,26 78746,36
Thrombin activatable | Q961Y4 8,11 35788,48
fibrinolysis inhibitor

(TAFI)

Thrombomodulin, P07204 4,78 58635,23
soluble (sTM)

Thrombospondin-1 P07996 47 127495,32
Tissue factor (TF) P13726 6,01 29593,43
Tissue factor | P10646 8,47 31950,3
pathway inhibitor

(TFP)

Tissue inhibitor of | P01033 8,47 20708,83
metalloproteinases-1

(TIMP-1)

Tissue inhibitor of | P16035 6,48 21755
metalloproteinases-1
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(TIMP-1)

Tissue plasminogen | PO0750 7,61 59042,38
inhibitor (t-PA)

Tissue plasminogen | PO0750 8,45 30938,54
inhibitor (t-PA)

Tissue plasminogen | PO0750 6,06 28121,85
inhibitor (t-PA)

Transforming growth | P01137 8,44 28490,45
factor-beta

Transforming growth | P01137 8,59 12794,81
factor-beta

Tropomyosin 1 alpha | P09493 4,69 32708,57
chain

Troponin |, cardiac P19429 9,87 23876,35
Troponin T, cardiac P45379 4,94 35792,31
Tumor necrosis | P19438 6,59 48307,12
factor receptor |

Tumor necrosis | P19438 7,74 27904,88
factor receptor |

Tumor necrosis | P20333 5,95 46090,7
factor receptor Il

Tumor necrosis | P20333 5,95 45681,22
factor receptor Il

Tumor necrosis | P01375 6,44 25644.,42
factor-alpha

Tumor necrosis | P01375 7 17352,72
factor-alpha

Vascular  endotelial | P15692 9,16 23894,62
growth factor (VEGF)

Vitronectin P04004 5,47 52277,96
Vitronectin P04004 5,54 43029,61
Vitronectin P04004 4,51 5011,54
Vitronectin P04004 5,08 9266,37
Von Willebrand factor | P04275 5,06 81349,7
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Fas soluble P25445 8,02 35079,97
Fatty acid-binding | P05413 6,34 14726,84
protein, heart-type

Ferritin P02792 5,51 19888,48
Fibrinogen P02671 3,92 1536,57
Fibrinogen P02671 5,79 91358,87
Fibrinopeptide B P02675 4,14 1569,61
Fibrinopeptide B P02675 7,95 50762,93
Fibronectin P02751 5,4 259562,86
Fibronectin P02751 9,9 8752,94
Fibronectin P02751 3,89 20462,29
Fibronectin P02751 3,84 19622,39
Fibronectin P02751 5,05 181874,61
Follistatin P19883 5,31 34754,26
Gamma- P19440 7,65 41430,72
glutamyltransferase

(GGT)

Gamma- P19440 5,9 19997,52
glutamyltransferase

(GGT)

Glial fibrillary acidic | P14136 5,42 49880,21
protein (GFAP)

Glycogen P11216 6,41 96564,76
phosphorylase BB,

cardiac

GMP-140 (soluble P- | P16109 6,1 86233,45
selectin)

Gp 130, soluble P40189 5,67 101040,64
GPIIb/llla, soluble P08514 5,2 110006,69
GPIIb/llla, soluble P08514 5,27 92662,47
GPIIb/llla, soluble P08514 4,76 16934,77
GPlIb/llla, soluble P08514 4,81 15512,16
Growth hormone | P01241 5,27 22129,05
(GH)
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P00738 6,13 43349,01
P00738 5,57 15945,77
P00738 6,32 27265,07
Haemopexin P02790 6,43 49295,43
Heparin cofactor 1l | P0O5546 6,26 54060,02
(HCI)
Hepatocyte  growth | P14210 7,69 53684,21
factor /HGF)
Hepatocyte growth | P14210 8,76 25995,14
factor /HGF)
Hexosaminidase A P06865 4,83 50565,43
Hydroxybutyrte Q02338 8,16 33075,14
dehydrogenase
(HBDH)
Insulin P01308 6,9 3429,96
Insulin P01308 3,79 2383,71
Insulin-like growth | PO8833 5,09 25270,44
factor binding
protein-1
Insulin-like growth | P01343 7,76 7654,74
factor 1
Intercelular adhesion | P05362 8,15 55215,07
moleculel
Interleukin-1 beta (IL- | P01584 591 17376,87
1 beta)
Interleukin-1 receptor | P18510 5,46 17126,43
antagonist (IL-1Ra)
Interleukin-1 receptor | Q01638 8,64 61360,41
family member,ST2
Interleukin-10 (IL-10) P22301 7,63 18647,43
Interleukin-18 (IL-18) Q14116 5,04 18216,72
Interleukin-2 (IL-2) P60568 7,05 15418,01
Interleukin-6 (IL-6) P05231 6,21 20812,77
Interleukin-6 receptor | P0O8887 8,61 49868,41
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(sIL-6R)

Interleukin-8 (IL-8) P10145 9,03 9108,62
Interleukin-8 (IL-8) P10145 9,24 8922,45
Interleukin-8 (IL-8) P10145 9,24 8541,96
Interleukin-8 (IL-8) P10145 9,02 8385,77
Interleukin-8 (IL-8) P10145 9,03 8298,7
Interleukin-8 (IL-8) P10145 9,03 8227,62
Interleukin-8 (IL-8) P10145 8,8 8099,44
Leptin P41159 5,71 16026,45
Leptin receptor P48357 6,07 129954,63
Lipoprotein  lipase | PO6858 8,23 50394,19
(LPL)

Lipoprotein recepto- | Q07954 5,16 502633,78
related protein 1

Lipoprotein recepto- | Q07954 5,04 436867,08
related protein 1

Lipoprotein recepto- | Q07954 6,81 65784,71
related protein 1

Lipoprotein recepto- | Q07954 5,04 11488,74
related protein 1

Lipoprotein- P04054 7,95 14138,99
associated

phospolipase A2

Macrophage colony- | P09603 5,07 56926,52
stimulating factor

(MCSF)

Macrophage colony- | P09603 5,07 56926,52
stimulating factor

(MCSF)

Matrix P03956 6,17 42634,71
Matrix P03956 4,85 18992,77
Matrix P03956 9,25 23659,96
Matrix P08253 5,02 62059,41
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matalloproteinase-2
(MMP-2)

Matrix
matalloproteinase-2
(MMP-2)

P08253

5,96

24389,88

Matrix
matalloproteinase-2
(MMP-2)

P08254

5,34

42837,21

Matrix
matalloproteinase-9
(MMP-9)

P14780

10,26

1457,73

Matrix
matalloproteinase-9
(MMP-9)

P14780

5,44

66609,35

Monocyte
chemoattractant
protein-1 (MCP-1)

P13500

9,39

8685,03

Myelin basic protein
(MBP)

P02686

9,79

33117,1

Myeloperoxidase
(MPO)

P05164

9,31

78938,62

Myeloperoxidase
(MPO)

P05164

9,11

67074,87

Myeloperoxidase
(MPO)

P05164

9,22

66106,87

Myeloperoxidase
(MPO)

P05164

5,77

12881,51

Myeloperoxidase
(MPO)

P05164

9,43

53243,37

Myoglobin, cardiac

P02144

7,29

17052,61

Myosin heavy chain,

cardiac

P13533

5,6

223733,72

Myaosin light chain I,
cardiac

P08590

5,03

21800,87
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Myosin light chain 1l, | P10916 4,92 18658,1
cardiac

Natriuretic peptide, | P01160 4,26 3507,95
atrial (ANP)

Natriuretic peptide, | P01160 10,66 3082,48
atrial (ANP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,12 11905,55
brain (BNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,95 3466,08
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,32 3172,75
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 9,85 3016,56
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 9,85 2903,4
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,95 3241,86
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,95 3281,88
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,32 2988,55
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 9,85 2832,37
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,86 3153,71
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,86 3016,57
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,1 2860,38
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 9,5 2704,19
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 9,5 2491,9
brain (NT-proBNP)
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Natriuretic  peptide | P16860 10,86 3022,51
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 10,86 2885,37
brain (NT-proBNP)

Natriuretic  peptide | P16860 9,5 2573
brain (NT-proBNP)

Neurone-specific P09104 4,91 47137,39
enolase (NSE)

Neutral P08473 5,54 85382,74
endopeptidase (NEP)

Neutrophil P80188 9,02 20547,53
gelatinase

associated lipocalin

(NGAL)

Neutrophil protease- | P24158 7,79 24246,81
4 (NP4)

Osteoprotegerin 000300 8,71 43617,1
Paraoxonase P27169 5,08 39600,12
Phosphoglycerate P18669 6,75 28672,74
mutase (P

Plasminogen P00747 7,08 88432,36
Plasminogen P00747 6,79 632454
Plasminogen P00747 511 8922,12
Plasminogen P00747 8,3 44053,02
Plasminogen P00747 7,44 54341,29
Plasminogen P00747 7,67 25204,98
Plasminogen P05121 6,97 42769,2
activator inhibitor

(PAD-1- antigen

Platelet endotelial | P16284 6,57 79578,65
cell adhesion

molecule-1, soluble

(SPECAM-1)
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Tabla A.3.1 lista de PM y pl de las proteinas identificadas en el plasma que han sido

relacionadas con enfermedades cardiovasculares.
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