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Introduccién. Entre las diversas estrategias
seguidas para analizar la compleja estructura de la
placa de ateroma, nuestro grupo se ha centrado en
el estudio de las proteinas secretadas por la pared
vascular, que podrian ser potenciales marcadores
plasmaticos. Las estatinas o los agentes
bloqueadores de los canales de calcio (BCC)
pueden modular los valores de las proteinas
circulantes en sujetos con diversas afecciones
cardiovasculares.

Métodos. La electroforesis bidimensional y la
espectrometria de masas (EM) se han aplicado al
estudio de proteinas diferencialmente secretadas

por placas de ateroma incubadas ex vivo respecto a

zonas fibrosas adyacentes. Asimismo, hemos

estudiado el efecto modulador de la atorvastatina
(105 M), el amlodipino (10 M) o la combinacién
de ambos farmacos.

Resultados. De una media de 620 proteinas
detectadas por gel, se identificaron en total 83
protefnas secretadas por las placas ateromatosas
mediante EM: 34 proteinas incrementadas en los
sobrenadantes de las placas cultivadas ex vivo
respecto a las zonas control y 31 con valores de
secrecion inferiores en la zona ateromatosa. La
adicion in vitro de farmacos a las placas de
ateroma produjo diferentes efectos en los valores
de secreci6n proteicos, dependiendo del tipo de
farmaco y de la proteina considerada, si bien la
mayoria de las proteinas identificadas revertia a
valores control independientemente del
tratamiento.

Conclusion. Mediante este anélisis proteémico
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hemos caracterizado nuevas proteinas
potencialmente involucradas en la formacién e
inestabilidad de la placa de ateroma. La
modulacién por distintos tratamientos
farmacolégicos de dichos marcadores puede
ayudar a comprender nuevos mecanismos de
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MODULATION OF THE PROFILE OF PROTEINS
RELEASED BY HUMAN ATHEROSCLEROTIC
PLAQUES THROUGH ATORVASTATIN AND/OR
AMLODIPINE THERAPY

Introduction. Analysis of the complex structure
of the atheroma plaque is a classical object of
cardiovascular research. We studied proteins
secreted by the vascular wall, which could be
potential plasma markers. Statins or calcium
channel blockers modulate the levels of different
circulating proteins in patients with diverse
cardiovascular diseases.

Methods. Two-dimensional electrophoresis and
mass spectrometry were applied to identify and
characterize proteins differentially secreted by
atheroma plaque samples incubated ex vivo versus
adjacent fibrous segments considered as controls.
We also analyzed the modulatory effect of
atorvastatin (10~ M), amlodipine (10-° M) and the
combination of both drugs.

Results. From an average of 620 proteins
detected per gel, a total of 83 proteins secreted by
atheroma plaque samples were identified by mass
spectrometry: 34 proteins were increased in
atheroma plaque supernatants versus control
segments while 31 showed decreased secretion
levels in atheroma plaques. Different effects were
detected after in vitro drug administration to
complicated atheroma plaques, depending on the
kind of drug and protein considered, although the
majority of the proteins identified reverted to
normal levels independently of the treatment
administered.

Conclusion. Proteomic analysis characterized a
significant number of novel proteins potentially
involved in the formation and instability of
complicated atherosclerotic plaques. Modulation
of these markers by different drugs may help us to
understand new potential mechanisms through
which these drugs exert their beneficial effects on
atherothrombosis.

Key words:
Atheroma plaque. Protein profile. Proteomics. Statins.
Calcium antagonists.

Introducciéon

La aterosclerosis es una de las principales cau-
sas de defuncién en los paises desarrollados. La
placa de ateroma es el resultado de la interaccién
entre varias especies celulares y moleculares, in-
cluida la matriz de tejido conectivo (colageno) pro-
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ducida por las células musculares lisas (CML), lipi-
dos (incluidos en el nicleo de células espumosas
derivadas de macroéfagos o libres en el tejido), asi
como células del sistema inmunitario (macréfagos
y linfocitos T). Algunas de estas interacciones estan
mediadas por proteinas secretadas por ambos tipos
celulares, CML y células inflamatorias, durante el
desarrollo y la proliferacién de la placa. Algunas de
estas proteinas podrian participar més activamente
no sélo en la formacién de la placa, sino también
promoviendo su posible rotura y posterior trombo-
sis, precipitando eventos coronarios agudos!. La
caracterizacion de estas proteinas, por tanto, resul-
ta esencial para poder entender mejor el proceso
aterosclerético.

Recientemente, el uso de técnicas protedémicas,
como la electroforesis bidimensional (2D-EF) o la
espectrometria de masas (EM), se ha convertido en
una potente estrategia para la caracterizacién de
proteinas, puesto que miles de proteinas pueden
ser separadas, detectadas e identificadas en un tni-
co experimento. Uno de los principales obstaculos
en la aplicacién del anélisis proteémico para estu-
diar las placas de ateroma es su composicion hete-
rogénea. Con objeto de solventar este problema, en
nuestro laboratorio presentamos una estrategia al-
ternativa, analizando por 2D-EF los sobrenadantes
derivados de las placas ateromatosas incubadas ex
vivo y comparandolos con los obtenidos de arterias
sanas®. En el presente trabajo, tras mejorar nota-
blemente los protocolos de preparacién de mues-
tras, se ha podido analizar un mayor ntimero de
muestras. Ademés, hemos considerado la zona fi-
brosa adyacente como control para evitar las di-
ferencias asociadas al comparar con otras zonas
arteriales (arterias radiales o mamarias, por ejem-
plo), centrandonos en la identificacién de protei-
nas que pudieran estar mas directamente involu-
cradas en la formacion y la rotura de la placa.

A pesar de su complejidad, la estructura y la
composicién de las placas de ateroma pueden
modificarse mediante tratamiento farmacoldgico.
Es el caso de las estatinas’* o los agentes bloquea-
dores de los canales de calcio (BCC)3, empleados
en el tratamiento de afecciones vasculares, que
ademas pueden modificar los valores de diversas
proteinas circulantes. La combinacién de farma-
cos es hoy un objetivo importante en la investi-
gacion cardiovascular dada la naturaleza multi-
factorial de estas enfermedades. En este sentido,
este trabajo proteémico pretende ser una estrate-
gia alternativa que permita acercarse un poco
mas a los mecanismos de estos tratamientos y sus
efectos beneficiosos, tratando de entender las vias
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por las cuales estos farmacos podrian modular
los valores de proteinas liberadas por las placas
de ateroma.

Métodos

Coleccion e incubacion de tejidos

Se incluy6 a un total de 25 pacientes sometidos a endarte-
rectomia carotidea en nuestra institucién, previamente se ob-
tuvo el consentimiento informado. Este estudio fue aprobado
por el Comité Etico local de acuerdo con los requisitos institu-
cionales. De cada endarterectomia carotidea se diseccionaron
2 regiones diferentes, la zona complicada estenosante (origen
de la arteria carotidea interna) y la zona fibrosa adyacente (ar-
teria carotidea comun y externa), tal como describimos previa-
mente?, comparando y analizando esas muestras pareadas. Las
histologias mostraron que las placas complicadas contenian
un porcentaje importante, aunque variable, de células inflama-
torias. La zona adyacente consistia en una region fibrosa, que
contenfa principalmente CML vasculares.

Para evaluar el efecto de determinados farmacos en los per-
files de secrecion proteico, las placas complicadas se dividie-
ron en secciones similares (100 mg, aproximadamente) y se in-
cubaron con dosis fisiolégicas de atorvastatina (10°M),
amlodipino (10 M) o ambos farmacos combinados (dual).
Tras 24 h, se recogieron los medios, centrifugandose a 14.000
g, y se determiné la concentraciéon de proteinas mediante el
método Bradford. Ademds, otros 2 pacientes fueron tratados
con atorvastatina (80 mg/dia) durante 1 mes, antes de la ciru-
gia. La endarterectomia carotidea se cultiv en las mismas
condiciones descritas arriba, permitiendo comparar la modu-
laci6n de los perfiles de secrecién en funcién del modo de ad-
ministrar el farmaco. Los sobrenadantes se alicuotaron y con-
servaron a -80 °C.

Electroforesis bidimensional

Los sobrenadantes obtenidos de las placas de ateroma y
los segmentos fibrosos incubados ex vivo se analizaron por
2D-EF, tal como describimos previamente?, comparando los
patrones de proteinas de ambos sobrenadantes. Para mejo-
rar los resultados de la 2D-EF incluimos un protocolo de
precipitacion con TCA/acetona, eliminando asi especies in-
terferentes en la separacién por 2D-EF (lipidos o sales) y
consiguiendo una mayor concentracién de la muestra protei-
ca. Se precipitaron 600 ug de protefna con 10% TCA y 0,07%
de 2-mercaptoetanol en acetona, incubando durante una
hora a -20 °C. Estas muestras se centrifugaron, lavando el
precipitado con 1 ml de acetona fria que contenia 0,07% 2-
mercaptoetanol (-20 °C, 20 min, aproximadamente). La ace-
tona residual se elimina finalmente secando al aire. El preci-
pitado se resuspendié en 300 ul de tampé6n de rehidratacién
(8 M urea, 0,5% CHAPS, 1% TCEP, 0,2% anfolitos, pH 3-10)
para llevar a cabo los geles 2D. En la primera dimensién o
IEF se emplearon tiras de pH 4-7, y se usaron geles al 12%
de acrilamida en la segunda dimensién. Los geles se tifieron
con plata, segtin Blum et al®, y se escanearon con un escaner
DuoScan Hid (AGFA). El procesamiento, la evaluacién y el
analisis estadistico de los datos se realizaron con el progra-
ma informatico PD-Quest 7.1.1. (Bio-Rad, Hercules,
CA,USA). Las imagenes se normalizaron para compensar las
diferencias asociadas con el ruido por variacién en la carga
de proteinas, la tincién o la preparaciéon de la muestra, y
considerando solamente las variaciones asociadas con los va-
lores de secreci6n de proteinas.

Digestion en gel

Siguiendo los datos del PD-Quest, aquellos puntos con dife-
rentes valores de secrecién en los sobrenadantes analizados
se sometieron a digestion triptica segiin Shevchenko et al’,
incluidas algunas modificaciones. Las piezas del gel se extra-
jeron previamente con un escalpelo estéril, tratandolas e in-
cubéndolas finalmente con 50 mM NH,HCO, que contenia
12,5 ng/ul de tripsina modificada (Promega, Madison, WI,
USA) en un bafio de hielo. Tras 45 min, el sobrenadante se
descarta y se afiaden 20 ml de 50 mM NH,HCO,, dejando la di-
gestién toda la noche a 37 °C. Finalmente, se recogieron los
sobrenadantes que contienen los péptidos tripticos para usar-
los directamente en el analisis con MALDL

Purificacion de las muestras digeridas mediante

microcolumnas

Los digeridos se purificaron segin Gobom et al®. Para ello
se prepara una columna casera con una punta GELoader (Ep-
pendorf, Hamburgo, Alemania) y 100-300 ml de material PO-
ROS R2 (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA). Con
ayuda de una jeringa de 1 ml se ejerce presion para que el li-
quido pase a través de la columna. La columna se equilibr6
con 20 ul de 5% de 4cido férmico (AF), afiadiendo a continua-
ci6n el analito en un medio acidificado. Tras lavar con 20 ul de
5% de AF, los péptidos retenidos se eluyen directamente en
la placa del MADI empleando 0,5 ul de DHB (20 ug/ul en
ACN: 0,1% TFA 70:30 v/v). Los reactivos y las matrices para el
MALDI se obtuvieron de Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI,
USA).

Identificacion y caracterizacion de proteinas
mediante EM

Las mezclas peptidicas se analizaron mediante MALDI-MS,
con un instrumento Voyager-DE STR BioSpectrometry Works-
tation (Applied Biosystems, Foster City, CA), en modo reflec-
tor positivo y usando los siguientes parametros: voltaje de ace-
leracién 20 kV, rejilla 72%, tiempo de retraso 300 ns, 100
disparos/espectro y rango de masa 800-3500 Da. La calibra-
ci6n interna se hizo con picos derivados de productos tipicos
de autolisis triptica, resultando en una precision de masa < 50
ppm. Los espectros se analizaron con el programa Data Explo-
rer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Algunas muestras se analizaron por EM en tdndem, aco-
plando cromatografia liquida a un instrumento Q-TOF Micro
(Waters, Manchester, UK) y una adquisicién automatica de
datos dependiente (DDA). La velocidad de flujo, 200 nl/min se
controlé mediante un sistema de nanoflujo-HPLC (Ultimate;
Switchos2; Famos; LC packings, Amsterdam, Holanda). La se-
paracién cromatografica se llevé a cabo cargando las muestras
peptidicas en una precolumna casera de silice, 2 cm (75 um
ID; 375 um 0.D.; Zorbax® SB-C18 3 um [Agilent, Wilmington,
DE]), tal como describieron Meiring et al’. Los péptidos se elu-
yeron secuencialmente usando un gradiente linear combinan-
do los solventes A (0% AcN en 1% FA/0,6% acido acéti-
€0/0,005% &cido heptafluorobutirico [HFBA]) y B (90% AcN
en 1% FA/0,6% acido acético/0,005% HFBA) durante 30 min
en la precolumna en linea con una columna casera de resolu-
ci6n 8 cm (75 um ID; 375 mm O.D.; Zorbax® SB-C18 3,5 um).
Esta dltima columna se conect6 a un emisor de silice (New
Objective, Cambridge, MA, USA) (360 um OD/ 20 um ID / 10
um aguja ID) a ~2,6 kV. La calibracién externa se llevé a cabo
usando Nal, resultando en errores de masa menores de 50
ppm. Los datos obtenidos se procesaron con MassLynx 3.5
ProteinLynx, exportandolos al formato Micromass pkl.
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Tabla 1. Efecto modulador de atorvastatina 10-° M, amlodipino 10 M y tratamiento dual en el perfil de
secrecion de proteinas incrementadas en las placas de ateroma cultivadas ex vivo respecto a las zonas control

L. . Datos PD-Quest (media + desviacién estdndar)
N.° Proteina identificada
Control | Placa de ateroma | Atorvastatina | Amlodipino |Tratamiento dual
2 Leu alfa-2-glucoproteina 1.981,0 £ 13,0 2.719,6 + 19,8 6.076, +53,6 1.672,1 £10,6 456,4 + 33,4
9 Alfa 1 antitripsina 7.100,9 £29,9 9.316,8 +25,0 8.289,5+28,2 9.349,7+539 6.100,1 +0,2
10 Serpina 3.058,3+29,0 3.149,0 +83,4 5.3544+29,7 3.409,6 +60,7 3.255,1+10,5
11 Proteina acoplante, similar a gelsolina 42552+123 6.7874+542 45730+12,8 3.1628+444 2.3992+1,5
17 Proteina acoplante, similar a gelsolina 14256 +51,3 29983 +53,2 3.4039+56,6 3.149,1+10,1 3.309,1+1,9
20 Captesina D 5.673,4 + 35,2 7.978,0+53,4 2.287,0+156 3.333,1+10,8 4.406,8 +32,8
25 Apolipoproteina A-I 4350,3+229 4.771,3+437 4.613,1+521 2.799 + 10,1  3.045,5 + 50,6
26 Apolipoprotefna A-I 14.024,6 + 130,420.253,1 + 47,0 19.479,6 +29,9 19.249,3 + 14,8 13.786,5 + 38,6
27 Apolipoproteina A-I 5.909,9 + 33,4 7.635,0+58,1 13.571,1 £ 12,7 11.443,4+20,4 7.678,3 +24,2
28 Proteina de unién al retinol 10.032,9 + 67,1 16.078,0 + 0,35 16.165,2 +92,2 10.770,6 + 60,9 11.346,9 + 33,1
30 Tiorredoxina peroxidasa B 23.193,1 £ 1,1 32.348,4 + 35,7 31.261,0+21,6 20.833,8 +22,9 16.297,3 + 23,5
32 Haptoglobina cadena alfa 45392+ 12,2 18.340,7 + 13,4 42.869,5+94,2 31.818,6+17,7 17.1956+ 12,4
33 Haptoglobina 2 alfa 19.518,7+0,0 96.573,5+0,0 58.769,8+0,0 18.059,0+13,4 20.754,4 + 27,6
34 Haptoglobina 1.066,7+0,0 91.807,4+0,0 53.486,9+98,7 40.291,8 + 78,1 44.228,1 + 10,0
35 Haptoglobina 14.397,3 + 24,3 28.938,6 + 53,0 23.577,4 + 33,0 32.724,4 + 24,3 17.557,5 + 35,5
36 Fibrin6geno 3.976,4 + 38,4 20.887,3 + 24,7 34.562,8 +42,9 27.999,3 + 13,0 30.099,8 + 36,7
39 Glucoproteinas alfa 1B 680,543 1.1121+0,8 1.3943+70,8 1.1373+12,6 1.596,6+40,4
40 Transferrina 881,2+11,2 3.5132+16,6 1.869,1+60,6 1.126,2+14,2 5.193,5+ 35,2
43 Haptoglobina 250,7 £ 56,6 1.469,7 + 62,0 2349 +659 13284+205 1.743,9+122
44 Haptoglobina 1.484,7+ 14,0 4.539,7+38,8 1.406,8+50,5 4.8555+17,7 2.164,7+68,0
45 Haptoglobina 8.363,6 + 53,4 11.178,7 + 65,5 27.401,9 + 16,6 25.485,9 + 16,1 28.134,2 + 16,9
46 Haptoglobina 19.314,8 + 15,7 29.733,1+0,8 28.402,0 + 16,7 22.408,1 + 10,9 25.185,7 + 23,7
47 Fibrindgeno 26.029,0 + 0,3 34.085,3 + 15,1 27.688,6 +22,9 32.300,2 +20,9 26.192,1 + 10,1
48 Fibrinégeno 27.022,0+0,6 40.219,0+0,8 41.432,1 +51,7 36.886,6 + 15,6 39.197,0 + 0,3
50 Cinc-alfa-2 glucoproteina 2.5115+«10,1 3.072,1 + 10,4 1.246,9+682 4.699,2+16,3 3.804,4+378
55 Nucledsido-difosfato cinasa 1 5.505,6 + 18,6 8.328,0 + 16,1 2.617,4+652 6.534,0+14,8 5.873,1+10,6
74 TIsocitrato dehidrogenasa dependiente
de NADP 287,1+£0,0 2497200 0 549,0 + 3,0 370,5 + 25,1
77 Proteina de uni6n a guanina 5.505,6 + 18,6 8.328,0+0,6  2.617,4+652 6.5340+14,8 5.873,1+10,6
78 Proteina de unién a vitamina D 3.058,3+29,0 3.149,0+0,3 5.354,4+297 3.409,6+607 3.2551+1,5
80 Transtiterrina 27.175,5+ 17,9 37.865,7 + 60,5 26.823,2 +55,1 25.000,4 + 15,9 18.598,9 + 36,6
82 Proteina disulfuro isomerasa 4.008,1 +10,5 5.246,9+69,2 6.906,8+60,6 3.6049+282 4.6280 0,7
83 Ferritina 2.313,5+42,7 9.755,7+58,6 17.787,2 +25,7 11.961,1 +0,6 13.015,8 +38,5

Para la identificacién proteica se emple6 el programa Mas-
cot (http:// www.matrixscience.com), comparando los datos
experimentales con una base de datos de secuencia de protei-
nas no redundante (NCBI) y usando los siguientes pardmetros:
precisién de masa monoisotépica < 50 ppm, 1 rotura ausente,
permitiendo como modificaciones la carbamidometilacién de
cisternas (completa), oxidacion de metioninas y formacién de
acido piroglutamico (parcial).

Clasificacién jerdrquica del efecto modulador
del tratamiento farmacolégico en los valores

de secrecién proteica de la placa ateromatosa

Los datos obtenidos por PD-Quest tras la adicién de farma-
cos (atorvastatina, amlodipino y tratamiento dual) a las placas
ateromatosas cultivadas ex vivo fueron analizados y agrupados
mediante clasificacién jerarquica, obteniendo el cluster resul-
tante. Estos datos se normalizaron previamente frente a los va-
lores de secrecion de la region fibrosa, considerados controles;
se trataron posteriormente con el programa informético Gene
Expresion Pattern Analisis Suite v.1.1. (GEPAS)' y se obtuvie-
ron los respectivos valores logaritmicos. El cluster en si se
obtuvo con el programa Self-Organizing hierarchical Neural
Network (SOTA)", empleando los siguientes parametros: dis-
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tancias euclideas para las condiciones del cluster (4rbol supe-
rior) y distancia euclidiana (normal) entre los genes. Los de-
mas pardmetros permanecieron sin modificar, tal como indica
el programa.

Andlisis estadistico

Los datos del PD-Quest se expresan en media error estan-
dar. Para analizar las diferencias entre las placas de ateroma
complicadas (con o sin tratamiento) y las zonas fibrosas se uti-
liz6 la prueba de Wilcoxon. Las diferencias se consideraron
significativas cuando el valor de p < 0,05.

Resultados

Identificacién de proteinas en el medio

condicionado de las placas de ateroma en cultivo
Resultados previos obtenidos en nuestro labora-

torio? demostraron que las placas de ateroma culti-

vadas ex vivo pueden secretar proteinas al medio,

detectdndose un perfil diferencial de secrecién pro-

teica entre las placas ateromatosas y las arterias sa-
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Tabla 2. Efecto modulador de atorvastatina 10-° M, amlodipino 10-¢ M y tratamiento dual en proteinas
con secrecion inferior en las placas de ateroma cultivadas ex vivo respecto a las zonas control

L o Datos PD-Quest (media + desviacién estdndar)
N.° Proteina identificada
Control | Placa de ateroma | Atorvastatina | Amlodipino | Tratamiento dual
1 Leu alfa-2-glucoproteina 1.463,3+16,5 1.381,8+69,8 3.528,7+51,6 2.6951 13,2 453,7 + 34,8
3 Leu alfa-2-glucoproteina 24982 +1,6 2.358,5+53,1 33604+359 2217,8+443 6355+ 13,7
4 Leu alfa-2-glucoproteina 1.434,6 £+43,3  1.107,3+273 2.460,3+2,6 1.630,0 £ 0,5 595,6 + 29,3
5 Alfa-1-antitripsina 8217,3+26,8 2.962,2+187 19.391,1+£0,0 7.021,3+284 3.2432+24
6 Alfa-1-antitripsina 10.550,1 + 10,4  9.292,2 + 14,3 16.711,6 + 34,5 10.785,6 + 38,2  7.685,6 + 50,5
7 Alfa-1-antitripsina 21.6484 +34,6 11.2629+379 15.370,1 +19,2 12.265,8 +62,6 13.506,9 + 70,0
8 Alfa-1-antitripsina 17.497,4 + 27,6 12.618,6 +57,6 15.901,4 +36,1 12.211,4+553 12.807,1 + 16,1
13 Beta actina 14.063,5+43,6 11.102,2+18,3 8.640,4+21,3 16.941,9+40,6 18.6754 13,7
18 Glucoproteina HC 5.507,2 £ 1,8 3.766,1 £ 134  6.133,2+185 4.6939+5,6 2917,8 + 14,3
19  Glucoproteina HC 16.021,6 + 35,8 12.429,4+3,9 12.487,9+363 10.7955+10,4 10.110,8 +9,1
21 Amiloide sérico componente P 10.375,0 + 0,4 2.189,9+30,9 4.131,6+4,8 45551 +11,0 4.367,0+0,7
22 Amiloide sérico componente P 9.011,8 +442 6.5858 +44,6 6.2322+12,6 5.212,0+3, 6.588,3 + 28,9
23 HSP27 9.868,4+394 5.851,0+0,2 3.058,7+279 3.831,5+23,8 6.056,1=+153
29 Proteina de unién a retinol 8.263,5+478 3.711,4+220 3470,0+645 134174+32,6 6.1454+24,6
31 Tiorredoxina peroxidasa B 9.2429+399 7.167,1+10,1 8250,7+394 6.855,1+36,2 5.991,1+159
37 Hemopexina 14.031,9+21,8 3.604,2 +13,7 83204 +17,1  9.659,0 +26,9 10.225,8 + 30,7
38 Glucoproteina alfa 1B 1.2094 +30,1 1.111,3+255 3.018,0+9,0 1.338,3+27,1 1.639,0+7,6
41 Similar a gelsolina 2.713,5+ 10,2 737,4+383 2.1335+0,0 2.164,4 + 38,2 619,2 + 23,7
49 Fibrin6geno 33.606,8 + 25,2 19.366,5 + 25,3 28.021,6 +29,7 39.278,6 + 25,0 24.856,6 = 14,4
51 Cinc-alfa-2-glucoproteina 25.611,8 +28,4 20.721,4+39,5 6.678,0+3,5 10.268,5+19,3 6.778,7 + 67,1
53 Inmunoglobulina G1 cadena pesada  7.114,8 + 19,3 3.008,0 = 0,1 59674 +10,6 2246,4+222 25009 +23,3
54 HSP27 16.485,6 +40,9 6.116,3+13,0 6.179,5+47,7 8767,3+258 2.910,5+45,2
57 Captesina D 179742 + 16,0 10.627,6 +22,7 5541,8 +12,9 10.804,6 +10,9 12.726,2 + 15,5
58 HSP27 2.872,1 £4,0 500,0+0,8 18.664,3+0,0 1.351,8 + 0,0 4.907,6 £ 0,0
59 HSP27 227944 + 12,6 22.121,8 +25,7  3.036,5+ 30,8 15.749,1 +17,9 11.632,1 +174
60 HSP27 3336,6+428 2.530,3+22,1 3.0981=+19 3.069,3+255 5.009,4 +12,7
61 PedP 5326 +48,4 2.1951 +16,7 2.395,1 +1,8 2.746,7+ 172 1.802,1 + 38,4
63 HSP70 2.096,5+10,8 1.6232+194 766,4 + 33,8 2.486,8 +249 1.529,8 +29,5
71 Enolasa 1 4.466,8 +38,4 3.181,2+16,5 9.742,6+54,7 3.167,0+0,7 3.550,7 £ 41,6
72 Enolasa 1 5.519,1 £ 3,1 4788,1 +10,5 19196 +42 3.024,4+20,5 2.638,0=14
81 Beta galactosido lectina soluble Saturado 52.200,4 + 23,8 51.167,8 £ 15,6 53.666,3 + 13,5 Saturado

nas. En total, 200 puntos fueron detectados en las
zonas mas complicadas. En este trabajo, se han
mejorado los protocolos de preparacién de mues-
tras, sobre todo al aplicar un paso de precipitaciéon
con TCA/acetona, lo que permiti6 obtener geles con
mayor resolucién y calidad, y derivé en un mayor
niamero de proteinas detectadas e identificadas
mediante EM. En este caso nos hemos centrado en
el analisis de 260 puntos en una media de 620 pun-
tos detectados por gel.

De acuerdo con los resultados obtenidos por PD-
Quest, un total de 217 puntos (88,21%) presenta-
ron valores de secrecién mayores en el secretoma
de la placa de ateroma que en el medio de la regién
fibrosa. El resto de las proteinas aparecia dismi-
nuido o no mostré diferencias significativas entre
la placa y la zona control. Asi, mediante EM pudi-
mos identificar 83 proteinas, 34 de las cuales esta-
ban incrementadas en el secretoma de la placa
mientras que otras 31 presentaron valores de secre-
cién inferiores en la placa de ateroma que en los
controles. Los nombres y las caracteristicas de es-

tas proteinas se han incluido en las tablas 1 y 2. Al-
gunas proteinas fueron detectadas en varios puntos
del gel, sugiriendo la presencia de modificaciones
postraduccionales. Entre ellas estan, por ejemplo,
la transferrina (2 isoformas), la apolipoproteina A-I
(3 isoformas), el fibrindgeno (3 isoformas), la alfa-
1-antitripsina (4 isoformas) o la enolasa 1 (2 isofor-
mas).

Agentes terapéuticos moduladores del perfil
de secrecion proteico en la placa de ateroma

La adicién in vitro de farmacos a los segmentos
carotideos complicados con placa ateromatosa
produjo diversos efectos en los valores de secrecion
proteica (tablas 1y 2), dependiendo del tipo de far-
maco (atorvastatina, amlodipino o tratamiento
dual) y de la proteina considerada (fig. 1). Estas va-
riaciones en el perfil de secrecién proteico de la
placa se han agrupado segin una clasificacién je-
rarquizada o cluster (fig. 2).

La mayorfa de las proteinas identificadas con
valores de secreci6n incrementados en las placas
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Figura 1. Modulacion del perfil de bl AL - P S0 y
secrecion proteico detectado en las = e R
placas de ateroma mediante trata- 1 20
miento farmacoldgico. Geles 2D — -y l
correspondientes al perfil de secre- ’ 19 -
cién proteico observado en los
segmentos complicados de placas 20 =
de ateroma (A) y la variacion tras == B el
la adicién de atorvastatina 10~ M
(B), amlodipino 10-°° M (C) y tra- 10
tamiento combinado de ambos = = 14
farmacos (D) a las placas de ate-
roma cultivadas ex vivo.

de ateroma respecto a las zonas control revertia a
valores control independientemente del tratamien-
to aplicado (12 proteinas revertian con atorvastati-
na, amlodipino y tratamiento dual), seguido de
aquellas que aumentaban aun més los valores
de secrecion, independientemente del tratamiento
(6 proteinas). Otras 5 presentaban valores superio-
res de secrecién tras tratamiento con atorvastatina
comparado con la placa sin tratar, pero estos va-
lores disminufan con amlodipino o doble trata-
miento.

En el caso de las 31 proteinas con valores de se-
crecion inferiores en la placa de ateroma respecto
a las zonas control, la respuesta frente a los farma-
cos deriv6 en nuevos perfiles de secrecién. La ma-
yoria revertia a valores control independientemen-
te del firmaco empleado, mientras que un ndmero
reducido de ellas disminufa aun mas su secrecién
tras el tratamiento.
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Modulacioén del perfil proteico mediante
administracion directa de atorvastatina a pacientes
con aterosclerosis carotidea

Con la idea de aproximarnos aun mas a los me-
canismos por los cuales la atorvastatina parece re-
gular los valores de secrecién proteica detectados
en la placa de ateroma, decidimos plantear un en-
sayo paralelo, en el que pacientes con aterosclero-
sis carotidea son tratados con 80 mg de atorvastati-
na un mes antes a la endarterectomia. Las placas
correspondientes fueron incubadas como indica-
mos previamente y los sobrenadantes fueron anali-
zados mediante 2D-EF y EM. Se trata de un estu-
dio piloto, puesto que el nimero de muestras
disponibles en el momento de llevar a cabo el ana-
lisis protedmico era insuficiente. La figura 3 mues-
tra una comparacion entre los patrones de secre-
cién obtenidos a partir de placas de ateroma
incubadas ex vivo con atorvastatina o aquellas de-
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Figura 2. Representacion median-
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diferentes efectos promovidos por
los farmacos en las proteinas se-
cretadas por la placa ateromatosa.
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rivadas de pacientes tratados con el farmaco, pre-
via endarterectomia y extraccién de la placa.

Discusién

La estructura de la placa de ateroma es comple-
ja, constituida por células de la pared vascular (en-
doteliales y CML), lipoproteinas y células inflama-
torias. Son varias las estrategias seguidas hasta hoy
para analizar los mecanismos implicados en la for-
macién y la rotura de la placa. En este sentido,
nuestro laboratorio se ha centrado en el estudio de
las proteinas secretadas por la pared vascular. Asi,
en un analisis proteémico preliminar demostramos
que placas de ateroma, obtenidas mediante endar-
terectomia y cultivadas ex vivo, son capaces de se-
cretar proteinas al medio?, detectando un perfil di-
ferencial de secrecion entre las placas de ateroma y
arterias sanas mediante 2D-EF y EM. En el presen-
te trabajo, tras algunas mejoras en los protocolos

para el tratamiento de las muestras, hemos compa-
rado los perfiles de secrecién de la placa de atero-
ma y la zona adyacente fibrosa, con objeto de de-
tectar asi proteinas que pudieran estar mas
directamente implicadas en la formaci6n y la rotu-
ra de la placa. Un total de 83 protefnas diferencial-
mente secretadas por ambas fueron identificadas
por EM, de las cuales 34 estaban incrementadas en
el sobrenadante de las placas de ateroma frente a
los controles y otras 31 parecian disminuir en la se-
crecion detectada en las placas. Varias proteinas
fueron identificadas en varios puntos del gel, indi-
cando la presencia de modificaciones postraduc-
cionales en ellas.

Algunas de las proteinas identificadas podrian
estar mas directamente involucradas en el proceso
aterosclerético. Asi, en el grupo de proteinas con
valores de secrecién aumentados en la placa de ate-
roma encontramos proteinas cléasicas, como fibri-
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Figura 3. Comparacion mediante
2D-EF de la modulacion por ator-
vastatina in vivo e in vitro. La fi-
gura recoge algunas de las diferen-
cias mds significativas cuando los
mapas proteicos detectados para
las placas de ateroma tratadas ex
vivo con atorvastatina 10~ M (A)
y el obtenido en placas de pacien-
tes tratados con este fdrmaco (80
mg/dia) un mes antes de la endar-
terectomia (B). A pesar de la se-
mejanza, pueden detectarse signi-

ficativas diferencias entre ambos
petfiles proteicos, posiblemente
debido al tiempo de administra-
cién del farmaco.

négeno y antitripsina; proteinas antioxidantes,
como la tiorredoxina peroxidasa, cuyo papel pro-
tector en la placa se ha discutido recientemente'?;
proteinas estructurales, como la proteina acoplante
de macrofagos, involucrada en la reorganizacién
de la actina durante aterosclerosis'4; proteinas
transportadoras de hierro, como la ferritina o la
transferrina, cuyo incremento supondria un au-
mento de los valores de hierro y, por tanto, un au-
mento en los valores de radicales libres's; la protei-
na disulfuro isomerasa, cuya sobreexpresion
podria suprimir la activacién de NF-xB!¢, un factor
de transcripcién clave en la aterosclerosis'’; o final-
mente proteinas relacionadas con el metabolismo
del colesterol, como apolipoproteina A-IV o cinc-
alfa-2-glucoproteina. El aumento de apolipoprotei-
nas A-IV en la placa podria ser beneficioso, al pro-
mover una disminucién de los valores de colesterol
en el tejido danado. Del mismo modo, la cinc-alfa-
2-glucoproteina podria favorecer la regresion de la
estructura de la placa al estimular la degradacién
lipidica en los adipocitos y reducir los depésitos li-
pidicos. Por el contrario, la proteina Apo A-I, un
componente de la lipoproteinas de alta densidad
(HDL), aparecfa disminuida en la placa, lo cual es-
tarfa en concordancia con aquellos estudios que
asocian la reduccién de la Apo A-I con un aumento
en fendmenos cardiacos!'®.

A pesar de su complejidad, las placas de ateroma
no son inmutables, puesto que su estructura y com-
posicién pueden modificarse mediante tratamiento
farmacoldgico. El uso de medicamentos tales como
las estatinas, agentes reductores de valores lipidi-
cos, 0 los BCC, farmacos capaces de reducir la pre-
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sién sanguinea al controlar los valores de calcio
corporales, ha permitido reducir notablemente el
indice de mortalidad en varias enfermedades car-
diovasculares. En el caso de las estatinas, se ha de-
mostrado previamente que estos farmacos son ca-
paces de modular los valores de diferentes
proteinas inflamatorias, tanto en placas de ateroma
carotideas®* como en la sangre de los pacientes con
aterosclerosis carotidea®. Segtin esto, nos plantea-
mos si estos farmacos, estatinas y BCC, podrian ser
capaces de modular los valores de secrecién protei-
ca observados en las placas de ateroma cultivadas
ex Vivo y, en ese caso, comparar los efectos deriva-
dos de estos tratamientos. Para ello empleamos la
misma estrategia proteémica, comparando median-
te 2D-EF los perfiles de secrecién proteica de las
placas en presencia o ausencia de atorvastatina,
amlodipino o de la combinaciéon de ambos. El ana-
lisis por PD-Quest produjo una combinacién com-
pleja de datos, obteniendo diversas respuestas se-
gun el tipo de farmaco y de la proteina considerada.
Al agrupar estos datos en un cluster pudo verse una
clara separacion entre las proteinas con valores de
secrecion aumentados o disminuidos en la placa
respecto a las zonas fibrosas. Del mismo modo, los
farmacos administrados pudieron compararse y
agruparse segun el efecto en los valores de secre-
cién. El tratamiento dual y la adicién simple de am-
lodipino aparecen juntos en este cluster, resultando
en efectos similares sobre los valores de secrecion.
La figura parece indicar que la atorvastatina podria
inducir la reversién a valores normales en un ma-
yor numero de proteinas que el amlodipino. Final-
mente, el tratamiento dual resulté en algunos casos
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incluso mejor que la aplicacién individual de estos
farmacos, al promover la reversion a valores de se-
crecion normales o al menos disminuyendo el efec-
to asociado con la presencia de la placa. Los trata-
mientos con atorvastatina o amlodipino no siempre
favorecieron la reversion a valores de secrecién nor-
males, sino que promovieron en algunos casos el
efecto contrario, detectando valores de secrecién in-
cluso mayores y menores que aquellos relacionados
con la placa sin tratamiento. El aumento de pro-
teinas que estén implicadas en mecanismos de de-
fensa o la disminucién de las proteinas que estén
favoreciendo procesos implicados en aterogénesis
mediante estos tratamientos farmacol6gicos podrian
favorecer la estabilizacién de pacientes con ateros-
clerosis. En este sentido, es necesario llevar a cabo
estudios funcionales posteriores para entender los
diferentes efectos provocados por estos farmacos.
Finalmente, planteamos igualmente un estudio pro-
tedmico para evaluar los efectos derivados de la ad-
ministracion directa de atorvastatina a pacientes
con aterosclerosis carotidea un mes antes de la en-
darterectomia sobre los perfiles de secreci6n protei-
ca. Si bien se trata de un estudio piloto, puesto que
necesitamos aun incorporar un mayor nimero de
muestras para este analisis, es posible encontrar
una notable semejanza al comparar a simple vista
los geles 2D derivados de los perfiles de secrecion
proteica de las placas de ateroma procedentes de
pacientes tratados previa endarterectomia o de pla-
cas cultivadas ex vivo con atorvastatina. Estos datos
sugieren la necesidad de continuar con este anali-
sis, puesto que podria acercarnos aun mas a cono-
cer los mecanismos por los cuales estos farmacos
pueden modular in-vivo los valores de potenciales
nuevos biomarcadores de aterosclerosis.

En definitiva, el uso de técnicas proteémicas nos
ha permitido identificar y caracterizar un impor-
tante ndmero de proteinas secretadas por las placas
de ateroma al medio circulante, algunas potencial-
mente involucradas en la formacion e inestabilidad
de la placa de ateroma. El patrén diferencial de se-
crecion observado, con diferentes valores de protei-
nas con funciones pro o antiaterogénicas, podria
sugerir que el balance entre estas proteinas seria
decisivo en la progresién o no de la lesion. Por otro
lado, siguiendo esta misma estrategia proteémica,
hemos podido evaluar por primera vez el efecto mo-
dulador que determinados farmacos ejercen sobre
los valores de secrecién proteicos, bien por admi-
nistracion directa al paciente o por tratamiento in

vitro de las placas ateromatosas. Tal estrategia po-
dria emplearse, por tanto, como una herramienta
importante para entender los mecanismos por los
cuales estos farmacos ejercen beneficios en el trata-
miento de las enfermedades cardiovasculares.
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