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Introduccién. La hipertension arterial afecta a
alrededor del 20% de la poblacién del mundo
occidental. A pesar de la disponibilidad de
excelentes farmacos antihipertensivos, la
repercusion orgéanica sobre los 6rganos diana
(corazon, cerebro y rifién) sigue siendo elevada. La
hipertrofia ventricular izquierda es un hallazgo
comun en pacientes hipertensos. Aunque se han
asociado diversos patrones transcripcionales
celulares y genéticos con la hipertrofia cardiaca,
sus mecanismos siguen siendo desconocidos. Los
objetivos de este trabajo son: a) estudiar el perfil
proteico de ratas hipertensas con hipertrofia
cardiaca en comparacion con animales
normotensos, y b) identificar las proteinas de
interés.

Materiales y métodos. Los estudios se realizaron
en ratas macho espontdneamente hipertensas
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(SHR) y se utilizaron como controles ratas
normotensas Wistar Kyoto (WKY). Después de 48
semanas de vida se sacrificé a los animales y se les
extrajo el corazén. Para detectar cambios proteicos
en la hipertension grave, analizamos el patrén de
expresion de las proteinas cardfacas por
electroforesis bidimensional.

Resultados. De los més de 1.000 spots
resueltos en el rango de pH 4 a 7 del ventriculo
izquierdo, nos centramos en 432 bien definidos.
En la comparacién con los corazones
normotensos, de los 432 spots analizados 360
permanecieron invariables y 72 se encontraron
alterados en el corazon de las ratas SHR. La
identificacion de los spots alterados se esta
realizando mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF). Por el momento se han
identificado algunos spots tales como la
tropomiosina 1-a y el polipéptido Va de la
citocromo C oxidasa.

Conclusiones. A través de un enfoque
proteémico hemos analizado las diferencias entre
los proteomas del corazén hipertréfico de animales
hipertensos y de controles sanos. En el corazén
hipertréfico se observ un cierto nimero de
proteinas sobre o infraexpresadas. Estos datos
ilustran un uso inexplorado de la proteémica como
herramienta para el descubrimiento de nuevas
dianas terapéuticas.

Palabras clave:
Hipertensién. Hipertrofia ventricular izquierda. Protedmica.
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DIFFERENTIAL PROTEIN EXPRESSION IN
HEARTS OF SPONTANEOUSLY HYPERTENSIVE
RATS WITH CARDIAC HYPERTROPHY

Introduction. Arterial hypertension affects
approximately 20% of the Western world. Despite
the availability of excellent antihypertensive drugs,
damage to target organs (heart, brain and kidney)
remains significant. Left ventricular hypertrophy is
a common finding in hypertensive patients.
Although different cellular and gene transcription
patterns have been associated with cardiac
hypertrophy, the molecular mechanisms of this
process remain mostly unknown. The aims of the
present work were: a) to analyze the differential
cardiac protein expression in spontaneously
hypertensive rats (SHR) with cardiac hypertrophy
compared with normotensive rats, and b) identify
proteins of interest.

Materials and methods. Studies were conducted
in male spontaneously hypertensive rats (SHR),
with normotensive Wistar-Kyoto rats (WKY) used
as controls. At 48 weeks of age, rats were
euthanized and hearts removed on block. Analysis
of protein expression patterns by two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis (2-DE) was
performed to detect changes in heart proteins
associated to severe hypertension.

Results. From the more than 1000 spots resolved
in the 4-7 pH range by 2-DE of myocardial tissue
from WKY and SHR rats, we focused on 432
well-defined spots. In comparison with those
obtained in normotensive rat hearts, 360 spots
remained invariable, 43 increased and 29
decreased or were absent. The identification by
mass spectrometry (MALDI-TOF) of altered spots
is under study. To date, few spots such as alpha-
tropomyosin and the Va polypeptide of cytochrome
c-oxidase have been identified.

Conclusions. Via a proteomic approach, we
analyzed the difference between proteomes of
hypertrophic hearts of hypertensive and
normotensive rats and observed a number of
over or under expressed proteins in damaged
hearts. These data illustrate a hitherto unexplored
use of proteomics to discover new therapeutic
targets for antihypertensive drugs.

Key words:
Hypertension. Left ventricular hypertrophy.
Proteomics.

Introduccion
La hipertension arterial (HTA) es uno de los
principales factores de riesgo cardiovascular y
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afecta a alrededor del 20% de la poblacién del
mundo occidental. Las complicaciones asociadas a
esta enfermedad son la insuficiencia cardiaca, el
accidente vascular cerebral, la insuficiencia renal y
la aterosclerosis (aunque en esta ultima hay otros
factores que desempefian un papel clave)'.

Diversos estudios epidemioldgicos y clinicos rea-
lizados en los tltimos 30 afios han mostrado que la
hipertrofia ventricular izquierda (HVI) es un ha-
llazgo comtn en la HTA?*#, de modo que la presen-
tan entre el 20 y el 90% de los pacientes hiperten-
sos, dependiendo de la intensidad y duracién de la
presion arterial elevada. También estd bien demos-
trado que la HVI es un factor de riesgo mayor e in-
dependiente de la mortalidad y morbilidad car-
diovasculares, ya que la incidencia de infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva y
muerte subita es aproximadamente 3 veces mas
elevada en estos sujetos que en pacientes hiperten-
sos con cifras similares, pero sin HVI. Morfolégica-
mente existe hipertrofia de los miocitos cardiacos y
aumento de la matriz extracelular, sobre todo cola-
genos, reflejo de la extensa reorganizacion del teji-
do cardfaco’.

Mecanismos moleculares de la hipertrofia cardiaca

El proceso hipertréfico se caracteriza por la in-
duccion de genes de respuesta temprana como c-fos,
c-jun y erg-1, la reexpresién de genes embri6nicos
como el factor natriurétrico atrial, la miosina beta
de cadena pesada y la actina alfa esquelética, asi
como la sintesis aumentada de miosina de cadena
ligera 2 y la actina alfa cardiaca®’. La sobrecarga
de presion se consideraba hace unos afos el esti-
mulo exclusivo de la hipertrofia. Sin embargo, una
amplia variedad de factores, ademas de la eleva-
cién de la presion arterial, puede contribuir signifi-
cativamente al desarrollo de las alteraciones es-
tructurales del corazén que caracterizan el estado
hipertensivo. Entre los factores humorales convie-
ne destacar la angiotensina II, la endotelina y las
catecolaminas, entre otras. Estudios in vivo han
demostrado que esos agentes pueden inducir efec-
tos tréficos cardfacos y periféricos que favoreceri-
an la sintesis de proteinas miocardicas (crecimien-
to del miocito) y de matriz extracelular, y el
aumento de apoptosis, componentes importantes
de la hipertrofia cardiaca!®!*,

En los dltimos afos, se ha sefialado que la apop-
tosis de los cardiomiocitos podria ser clave en la
reduccion de esas células que acompanan la transi-
ci6n de la hipertrofia compensada a la insuficien-
cia cardiaca. Muy recientemente, se ha demostrado
la existencia de apoptosis aumentada en cardio-
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miocitos y no cardiomiocitos en pacientes hiper-
tensos con enfermedad cardiaca!>'®.

A pesar de la normalizacién de la presion arterial
sistémica obtenida por los antihipertensivos actuales,
la hipertrofia cardiaca frecuentemente evoluciona a
insuficiencia cardiaca congestiva. Por tanto, la regre-
si6n de la HVI y la prevencién de sus repercusiones
funcionales y electrofisiolégicas son del mayor inte-
rés terapéutico. De hecho, el tratamiento antihiper-
tensivo ha mostrado la regresion de la hipertrofia del
miocito y la fibrosis, asi como la normalizacién de la
expresién de algunos marcadores moleculares en
modelos experimentales!”'°. Sin embargo, los farma-
cos difieren sustancialmente con respecto a sus efec-
tos sobre la regresion de la HVI, lo que indicaria que,
ademas de reducir la HTA (sobrecarga), los mecanis-
mos neurohormonales deben tenerse en cuenta en el
tratamiento adecuado de la HVI.

Nuestro objetivo principal es el estudio del pro-
teoma del corazén (ventriculo izquierdo) de ratas
normotensas y ratas espontaneamente hipertensas
para identificar el perfil de cambio de las proteinas
cardiacas generado por la hipertrofia cardiaca aso-
ciada a HTA. El conocimiento de estas proteinas
ofrecerfa una nueva visién de los mecanismos mo-
leculares (la mayoria de los cuales siguen siendo
desconocidos, aunque se han asociado a diversos
patrones moleculares y génicos) que llevan a la
evolucion de la hipertrofia cardiaca, y permitiria la
posibilidad de descubrir nuevas dianas terapéuti-
cas para la generacién de nuevos tratamientos an-
tihipertensivos.

El andlisis proteémico implica la separacion,
identificacién y caracterizacién de las proteinas
presentes en una muestra biolégica®. Aunque exis-
ten diversos métodos de separacién de mezclas
complejas de proteinas?!, uno de los mas utilizados
es la electroforesis bidimensional, desarrollada por
O’Farrel y Klose en los afios 1975-1977%*%, debido
a su gran resolucion (permite separar hasta 10.000
proteinas en un gel) y buena reproducibilidad®.
Por ello se esta utilizando actualmente para el estu-
dio de las enfermedades cardiovasculares®?¢ y, mas
concretamente, en el estudio del corazon?”8.

Materiales y métodos

Modelo experimental

Los estudios se realizaron con ratas macho esponténea-
mente hipertensas (SHR; Criffa, Barcelona, Espafia) y con ra-
tas normotensas Wistar-Kyoto (WKY). A las 48 semanas de
edad se sacrificé a las ratas por decapitacién. Se extrajeron los
corazones y se midieron las dimensiones cardfacas. Para cada
animal, el indice cardiaco se calcul6 por division del peso del
corazén por el peso corporal. A continuacién se diseccionaron
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los ventriculos izquierdos y se congelaron en nitrégeno liquido
para su posterior analisis.

Estudio del control de la presion arterial

La presi6n arterial se determiné semanalmente en los
animales conscientes por medio de un esfigmomanémetro
(NARCO Biosystems, Austin, TX, Estados Unidos). Para cada
animal, el valor de la presién arterial se calculé con la media de
3 determinaciones independientes realizadas en la misma sesion.

Estudios histopatolégicos

Para microscopia éptica se extrajeron secciones de masa
cardiaca que se fijaron con paraformaldehido al 4%; se deshi-
drataron con alcohol y se incluyeron en parafina. Se tifieron
con tricrémico de Masson secciones de 4 um de grosor. La le-
si6n cardiaca (pérdida de células miocérdicas y presencia de
fibrosis e infiltrado celular) se determiné usando la siguiente
puntuacién semicuantitativa: 0 cuando no se observan cam-
bios; 1 para cambios que envuelven el 25% de la muestra;
2 para cambios que afectan del 25 al 50%; 3 para cambios que
afectan del 50 al 75%, y 4 para lesiones que afectan a mas del
75% de la muestra.

Electroforesis bidimensional

Las muestras de ventriculo izquierdo se pulverizaron
usando un mortero con N2. Los pulverizados se solubilizaron
en tampon de lisis (7 M urea, 2 M tiourea, 2% biolite, 2 mM
TCEP y 4% CHAPS), donde se homogeneizaron. La concen-
tracion proteica de los sobrenadantes se determiné por el
método Bradford?. Para la realizacién de los geles bidimen-
sionales, se aplicaron 200 ug de proteina a la primera dimen-
sién de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabri-
cante. El isoelectroenfoque (IEF) se llevé a cabo utilizando la
cubeta Protean IEF Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados
Unidos). Para esta primera dimensién se utilizaron tiras de
pH en gradiente inmovilizado (170 mm, pH de 3-10 o de 4-7;
Bio-Rad). La focalizacién de las proteinas se efectud rehidra-
tando activamente a 50 V durante 12 h para facilitar su ab-
sorcion. Cada lisado se aplicé a la tira de pH en gradiente in-
movilizado junto con el buffer de rehidratacién (8 M de urea,
un 2% de CHAPS, un 2% de biolite y trazas de azul de bro-
mofenol) hasta un volumen final de 300 ul. Las condiciones
de focalizacién tras la rehidratacién fueron: 1 ha 500 V, 1 h
a 1.000 V, y 8.000 V hasta 50.000 V/h. A lo largo de todo el
proceso de IEF los geles se mantuvieron a una temperatura
constante de 20 °C.

Una vez finalizado el IEF, las tiras se equilibraron en tampén
Tris de pH 8,8, 1,5 M con urea 6 M, un 30% de glicerol, dodecil-
sulfato de sodio (SDS) al 2% y azul de bromofenol (trazas), a lo
que se afiadié dititreitol al 1%, seguido del mismo tampé6n con
yodoacetamida al 2,5% durante 20 min en cada caso.

La separacion de las proteinas en funcién de su masa mole-
cular (segunda dimension) se realizé aplicando las tiras equili-
bradas del IEF sobre geles de acrilamida (20 x 20 cm) al 12,5%
en presencia de SDS (PAGE-SDS) en la cubeta Protean II XL
system (Bio-Rad). Esta segunda electroforesis se llevé a cabo a
un voltaje de 15 mA/gel durante 30 min, seguido de 30 mA/gel
durante 5 h y a una temperatura constante de 4 °C.

Una vez que se hubieron obtenido los geles bidimensiona-
les, se procedi6 a su tincién con plata para la deteccién de los
spots proteicos de acuerdo con el protocolo de Blum et al mo-
dificado por Rabilloud et al*. Este tipo de tinci6n presenta la
ventaja de ser compatible con la posterior identificacién me-
diante espectrometria de masas.

Clin Invest Arterioscl. 2005;17(1):1-9 3
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Andlisis bioinformdtico

Para el andlisis comparativo de los geles, éstos se digitaliza-
ron en el escaner DUOSCAN-HDI (AGFA) a una resolucién de
150 dpi (pixeles por pulgada). Posteriormente, los spots protei-
cos se analizaron cuantitativamente con el programa PDQuest
2-D software V 6.2.1 (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos).
Las imégenes consenso de los geles se prepararon macheando
los spots de 4 geles distintos por cada uno de los grupos analiza-
dos. Para compensar los posibles errores introducidos durante la
carga proteica y en el desarrollo de la tincién de plata entre los
geles, las intensidades de los spots se normalizaron expresando
la intensidad de cada mancha respecto a la intensidad total de
todas las manchas presentes en el gel. Los valores medios y los
coeficientes de variacién de los puntos diferenciados (en expre-
si6n o presencia/ausencia) se calcularon con el mismo programa.

Huella peptidica

Los spots de interés se escindieron de los geles y se les apli-
¢6 un protocolo estandar de digestién triptica. La enzima utili-
zada fue tripsina porcina modificada (Promega, Southampton,
Reino Unido; 20 pl a 12 ng/ul! en hidrégeno carbonato amé-
nico 25 nM). Terminada la digestion, los péptidos resultantes
se recuperaron y liofilizaron para después reconstituirlos en
10 pl compuestos por acido trifluoracético al 0,1% acetonitrilo
al 33%. El extracto reconstituido (0,5 pl) se mezclé con 0,5 pl
de matriz (10 mg/ml de acido hidroxicindmico-4-alfaciano en
acido trifluoracétuo al 0,1% acetimotrilo al 50%), se colocé en
la placa del espectrémetro y se secé a temperatura ambiente.
La espectrometria de masas de cada una de las muestras se lle-
v6 a cabo utilizando el Voyager DE-STR Mass Spectrometer
(MALDI-TOF; PerSeptive Biosystems)*!*2,

Una vez procesados los espectros (la huella peptidica), se
extrajo la lista de péptidos propios de cada spot para posterior-
mente obtener las identificaciones en las bases de datos Mas-
cot y Profound, ambas disponibles en internet.

Resultados

Evolucién de la presion arterial

Como puede observarse en la figura 1, a las 4 se-
manas de vida los animales WKY y los SHR pre-
sentaban los mismos valores de presi6n arterial. La
HTA empez6 a hacerse patente a partir de la duo-
décima semana de vida en los animales SHR vy las
cifras se incrementraron con la edad hasta alcan-
zar al final del estudio (48 semanas de vida) un va-
lor de 219 + 7 mmHg. Por el contrario, los anima-
les normotensos WKY mantuvieron constante la
presion arterial a lo largo de todo el estudio, con
valores que oscilaron entre los 120 y 130 mmHg

(fig. 1),

Morfologia cardiaca

Al final del estudio el indice cardfaco fue mucho
mayor en los animales hipertensos que en los nor-
motensos (fig. 2). El indice cardiaco esté calculado
como el peso del corazén/peso corporal x 10%, por
lo que puede observarse el crecimiento, es decir, la
hipertrofia generada en las ratas SHR mediada por
la HTA. Este resultado indica que para que esto
ocurra debe de haber tenido lugar una serie de
cambios en el corazén de estos animales, lo que
puede observarse en la figura 3. El examen histol6-
gico de los corazones procedentes de animales hi-
pertensos (fig. 3B) revel6 un importante dafio en el

2407

Presioén arterial (mmHg)

SHR

WKY

Figura 1. Evolucién de la presion
arterial en las ratas macho espon-
tdneamente hipertensas (SHR) y

18 21 24 27 30 33 36

Tiempo (semanas)

Wistar Kyoto (WKY).

Los resultados se expresan como
media + error estdndar (n = 7-8
animales por grupo). *p < 0,01
frente a WKY en el mismo periodo
(excepto para 4 semanas).

42 45 48
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indice cardiaco

WKY SHR

Figura 2. Indice cardiaco en las ratas Wistar Kyoto (WKY) y
espontdneamente hipertensas (SHR).

Los resultados se expresan como media + error estandar (n =
7-8 animales por grupo). *p < 0,001 frente a WKY.

miocardio, caracterizado por la pérdida de cardio-
miocitos y numerosas areas de fibrosis e inflama-
cién. Los animales normotensos apenas tuvieron
dafio en el tejido, como puede observarse en la fi-
gura 3A. La semicuantificacién de las lesiones car-
diacas puede verse en la figura 3C.

Andlisis por electroforesis bidimensional
del proteoma de los corazones

Los mecanismos moleculares por los que progre-
sa la hipertrofia cardiaca se desconocen en su ma-
yor parte, pero los cambios en la estructura del co-

razon son claramente diferenciables (fig. 3), por lo
que la expresion del perfil proteico (el proteoma)
ha tenido que variar en los corazones hipertréficos.
Para detectar globalmente los cambios ocurridos
en las proteinas utilizamos el andlisis proteémico
mediante electroforesis bidimensional en geles de
poliacrilamida. Como puede observarse en la figu-
ra 4, realizamos geles bidimensionales en un rango
ampliado de pH de 3 a 10. A simple vista, y sin nin-
gun tipo de anélisis bioinformético, ya se aprecian
diferencias en la expresion de las proteinas en los
geles WKY y en los SHR, como puede observarse
en las figuras 4B y 4C (circulo y cuadrados). De los
mas de 2.000 spots detectados, el analisis compara-
tivo de los geles se realizé en 857. En comparacion
con los corazones de ratas normotensas, se vieron
126 spots proteicos alterados (incrementados o dis-
minuidos) en las ratas hipertensas (fig. 5A).

El andlisis comparativo de estos geles es bastan-
te complicado debido a la gran cantidad de spots
resueltos, a que hay zonas que no se resuelven to-
talmente por la agregacién de proteinas de pareci-
dos puntos isoeléctricos o pesos moleculares en de-
terminadas zonas del gel y a la presencia en la
parte de alto peso molecular de rayado o streaking
que impide la correcta resolucién de las proteinas,
tanto cualitativa como cuantitativamente. Para sol-
ventar estos problemas se realizaron geles acotados
de pH 4 a 7**. Al expandir una regién del gradiente
de pH a la longitud total de la tira de IEF (17 cm),

Daiio cardiaco (puntuacion)

Figura 3. Histologia de los
corazones de ratas Wistar
Kyoto (WKY; A) y esponté-
neamente hipertensas (SHR;
B) (magnificacién x10). Se-
micuantificacién de la pun-
tuacién del dafio cardiaco
(©).

Los datos se expresan como
. media + error estandar (n =

WKY

SHR 7-8 animales por grupo). *p

< 0,001 frente a WKY.
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Figura 4. Ejemplo representativo de electroforesis bidimensio-
nal de proteinas cardiacas de ventriculo izquierdo de rata (A):
primera dimensién, pH 3-10; segunda dimension, SDS-PAGE
al 12,5%. Se cargaron 200 pg de proteina y se utiliz6 la tincién
de plata.

Ampliacién de una zona del gel (B y C). El gel de la izquierda
(B) corresponde a ratas Wistar Kyoto, y el de la derecha (C) a
ratas espontdneamente hipertensas. Los circulos y cuadrados
muestran zonas de diferencia a simple vista en los valores de
expresion de las proteinas.

A
pH 3-10

731

[ Spots invariables
[ Spots hiperexpresados
[ Spots hipoexpresados

3o 94

°
360 pR &

S

o9 43

[ Spots invariables
[ Spots hiperexpresados
[ Spots hipoexpresados

Figura 5. Resultados obtenidos del analisis de PDQuest en el pH
3-10 (A), y en el pH 4-7 (B). Para el pH 3-10 se analizaron un to-
tal de 857 spots proteicos, mientras que para el pH 4-7 se anali-
zaron 432.
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Figura 6. Ejemplo representativo de gel acotado de pH 4-7, de
proteinas cardiacas del ventriculo izquierdo de rata. La segunda
dimension se realizé en geles PAGE-SDS al 12,5% cargando 200
ug de proteina total en cada gel. Puede observarse como resuelve
la zona de pH 4 a 7 respecto a la misma zona dentro del gel del
pH 3-10; con esto se consiguen una claridad y una resolucion
mayores de los spots para el anélisis y la identificacion. Puede
observarse en el gel la posicién de los spots proteicos 808 y 1004.

se produce un incremento notable en la resolucién
de los geles bidimensionales, como puede obser-
varse en la figura 6. Con esto se consigui6 centrar
el estudio en la zona donde mas spots proteicos
aparecen en los geles (pH 4-7), ademas de una ma-
yor resolucion de éstos y la pérdida del streaking.

Andlisis acotado del proteoma y espectrometria
de masas

Una vez obtenidos los geles de pH acotado 4-7
(fig. 6), se procedi6 a su andlisis informatico y se
detect6 un total de 432 spots. En este caso se obser-
v6 alteracién en 72 de ellos, en comparacién con
los animales normotensos (fig. 5B). Estos 72 spots
deben de tener una importancia notable en el desa-
rrollo de la hipertrofia cardiaca por hipertension,
ya que son los que aparecen variados, y serfa muy
importante su conocimiento.

Actualmente estamos analizando por espectro-
metria de masas estos spots para su identificacién
por huella peptidica. Dos de los identificados por el
momento son el spot 808, que se identificé como
tropomiosina 1 de cadena alfa (con 18 péptidos
macheados y un 42% de cobertura de la secuencia)
y que aumentaba su expresién mas de 1,8 veces en
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Figura 7. Valores de expresion cardiaca de la tropomiosina 1-o.
(A) y el precursor mitocondrial de la citocromo C oxidasa poli-
péptido Va (B). La tropomiosina 1-o corresponde al spot 808,
cuya localizacién en los geles puede observarse en la figura 6,
y la citocromo C oxidasa al spot 1004. p < 0,05 frente a WKY.

las ratas hipertensas respecto a las normotensas
(fig. 7A), y el spot proteico 1004, que corresponde
al precursor mitocondrial de la citocromo C oxida-
sa Va (con 7 péptidos macheados y un minimo del
53% de cobertura de la secuencia). Este spot dismi-
nuye en las ratas hipertensas con respecto a las
normotensas (fig. 7B).

Discusion

La HTA es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de dafio ventricular (hipertrofia) y de in-
suficiencia cardfaca. Esta tltima es el resultado fi-
nal de cualquier enfermedad que afecte de forma
global o extensa al funcionamiento miocardico
(como las enfermedades valvulares, la destrucciéon
miocérdica extensa o la hipertrofia ventricular ge-
nerada por hipertension). El estudio Framinghan
demuestra que la HTA es la responsable del 39% de
los casos de insuficiencia cardiaca en el varén y del
59% en las mujeres®.
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El conocimiento de los mecanismos por los cua-
les se genera y progresa la hipertrofia cardiaca, que
desemboca finalmente en insuficiencia cardiaca,
serfa de gran utilidad para obtener marcadores o
dianas terapéuticas que nos ayudarian a frenar su
desarrollo. Por ello hemos aplicado en este estudio
una nueva tecnologia, la proteémica, la cual permi-
te el estudio de las proteinas, probablemente el sis-
tema experimental mas adecuado para conocer el
funcionamiento y los mecanismos celulares, ya que
se analiza directamente el producto final del geno-
ma de manera global, lo que nos proporciona una
visién integrada.

Tanto histolégicamente como por el tamarfio del
coraz6n hemos podido observar cémo la hipertro-
fia se genera y avanza hasta producir un dafo car-
diaco importante (fig. 3), que tiene que traducirse
en una serie de cambios proteicos. Asi pues, anali-
zando 857 spots hemos observado que 126 estaban
alterados, de forma que algunos aumentaban en la
hipertension, otros disminuian y otros desapare-
cian. Dada la dificultad del anélisis en geles de pH
expandido 3-10 por su mala resolucién debido a la
gran cantidad de spots que aparecen, centramos el
estudio en el pH acotado 4-7, donde nos fijamos en
72 spots variados. La base del conocimiento de los
mecanismos por los cuales progresa la hipertrofia
cardiaca pasa por la identificacion de estos spots
mediante espectrometria de masas, ya que, una vez
que conozcamos sus nombres y apellidos, serd mas
facil el conocimiento de la enfermedad y mas sen-
cilla la creacién de nuevos tratamientos contra ru-
tas o dianas determinadas. Dos de los spots detec-
tados hasta el momento han sido la cadena alfa de
la tropomiosina 1 (aumentada en ratas hiperten-
sas) y el precursor mitocondrial de la citocromo C
oxidasa Va (disminuido en ratas hipertensas). De
acuerdo con nuestros resultados, se ha observado
que las concentraciones de las isoformas de la tro-
pomiosina se encuentran elevadas en las placas de
pacientes sin tratamiento con hipertension esencial
y con hipertrofia ventricular cuando se compara-
ban con pacientes con hipertensién esencial pero
sin hipertrofia cardiaca®.

La citocromo C oxidasa es el componente final
de la cadena respiratoria mitocondrial que cataliza
la conversién de energia redox a adenosintrifosfa-
to. Algunas de sus subunidades estan presentes de
manera especifica segtin el tejido y el momento del
desarrollo; sin embargo, existen unidades ubicuas
(incluida la Va) que se expresan en todos los
tejidos®. En diversos procesos patoldgicos cardia-
cos tanto en humanos®3* como en modelos experi-
mentales***! se ha visto que la actividad de la cito-
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cromo C oxidasa disminuye. Dado que la mayoria
de la energia necesaria para el funcionamiento car-
diaco se deriva de la fosforilacién oxidativa produ-
cida en la mitocondria, la disminucién de las con-
centraciones de la citocromo C oxidasa en los
pacientes con enfermedades cardiacas parece estar
relacionada con una reducida capacidad para la
produccion de energia celular, de forma que dete-
riora la funcién ventricular en el fallo cardiaco.

La proteémica no sélo nos va a informar, como
hemos visto hasta ahora, de qué proteinas se en-
cuentran variadas, sino que ademas puede darnos
una informacién mucho mas util. Se trata de una
herramienta muy importante para identificar modi-
ficaciones postrasduccionales, ya que las pro-
teinas se modifican mediante fosforilacidn, ace-
tilacién, sulfatacion, etc. Estas modificaciones afec-
tan a su estructura, localizacién y funcién, de ma-
nera que la propia enfermedad podria producir el
cambio, inhibicién o activacién de ciertas rutas por
medio de las modificaciones, por lo que es algo que
hay que tener muy en cuenta y no descartar como
posible via en los mecanismos de la hipertrofia.

Hemos visto cémo expandiendo una regiéon de
pH la resolucién de los geles mejora considerable-
mente. En este enfoque proteémico sélo hemos
analizado una parte del proteoma total de los cora-
zones, y ya aparece una variacién en 72 spots con
el analisis de s6lo 3 puntos de pH. Asi pues, a par-
tir del pH 7 y hasta el 11 quedan muchos spots que
también pueden variar y tener importancia, mayor
o menor, en los mecanismos de generacién o desa-
rrollo de la hipertrofia cardiaca, por lo que es algo
a tener en cuenta para el futuro.

En conclusién, a través de un enfoque prote6mi-
co hemos sido capaces de detectar cambios en el
patrén de expresion de las proteinas cardiacas en-
tre ratas hipertensas y normotensas. Hemos encon-
trado variacion en 72 spots con un andlisis acotado
de pH 4-7 y hemos identificado algunas proteinas
que cambian con la enfermedad. El desafio princi-
pal en estos momentos es el conocimiento de todas
las protefnas variadas, lo que ofrecerfa una nueva
vision de los mecanismos moleculares (la mayoria
de los cuales, aunque se han asociado a diversos
patrones moleculares y génicos, siguen siendo des-
conocidos) por los que evoluciona la hipertrofia
cardiaca, y permitiria la posibilidad de descubrir
nuevas dianas terapéuticas para la generaci6n de
nuevos tratamientos antihipertensivos. Asimismo,
estamos estudiando si alguna de las proteinas mo-
dificadas en el corazén hipertréfico asociado a la
hipertensién podria servir como marcador sérico
de ese dafo orgénico.

8 Clin Invest Arterioscl. 2005;17(1):1-9
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