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La protedémica es una nueva tecnologia, incluso
algunos la llegan a considerar como una nueva
ciencia, que permite analizar la expresién de
multiples proteinas a la vez en una tnica muestra.
La proteémica puede facilitarnos identificar
nuevos biomarcadores ttiles para el pronéstico y el
diagnéstico de las enfermedades cardiovasculares.
El andlisis proteémico esta comenzando a dar
resultados en el conocimiento de la aterosclerosis,
isquemia miocardica o hipertrofia ventricular,
entre otras enfermedades cardiovasculares. Una
importante aplicacion de la proteémica es la
farmacoproteémica, que trata de identificar
biomarcadores que permitan predecir la respuesta
farmacoldgica de un paciente. Ademas, mediante
la farmacoproteémica también podemos
identificar las variaciones en la expresion proteica
asociada a un tratamiento farmacolégico
especifico, lo que facilitara conocer los efectos
clase y pleiotrépicos de los farmacos.

Palabras clave:
Proteénica. Enfermedad cardiovascular. Biomarcadores.

Este trabajo se ha realizado con la colaboracién de la Red
HERACLES (RD 06/009).

Correspondencia: Dr. A. Lépez Farré.

Unidad de Investigacion Cardiovascular. Servicio de Cardiologia.
Instituto Cardiovascular. Hospital Clinico San Carlos.

Prof. Martin Lagos, s/n. 28040 Madrid. Espaiia.

Correo electrénico: Icarinv.hcsc@salud.madrid.org

Recibido el 18 de enero de 2008 y aceptado el 6 de marzo de
2008.

164 Clin Invest Arterioscl. 2008;20(4):164-72

PROTEOMIC HORIZONS IN THE DIAGNOSIS
AND TREATMENT OF CARDIOVASCULAR
DISEASE

Proteomics is a new technology, even being
considered as a new science that can analyse the
expression of many proteins at the same time in a
single sample. Proteomics may help us to identify
new biomarkers for use in the diagnosis and
prognosis of cardiovascular diseases. Proteomic
analysis is starting to produce results in the
knowledge of cardiovascular diseases including,
atherosclerosis, myocardial ischaemia and
ventricular hypertrophy. One important application
of proteomics is pharmacoproteomics, which
attempts to identify biomarkers that may be able to
predict the pharmacological response of a patient.
Furthermore, we may be able to use
pharmacoproteomics to identify variations in
protein expression associated to a specific
pharmacological treatment, which will help in
understanding the class and pleiotropic action of
drugs.
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El coste econémico, social y humano debido a la
alta incidencia de las enfermedades cardiovascula-
res continda aumentando. La inversién realizada
en investigacion en esta area es una de las mas al-
tas, junto con la de las enfermedades oncoldgicas.
Sin embargo, a pesar del aparente avance en el co-
nocimiento de las enfermedades cardiovasculares,
el nimero de dianas terapéuticas y de tratamientos
realmente efectivos continda siendo sorprendente-
mente limitado. Ademés, el nimero de biomarca-
dores cardiovasculares utiles es muy pequefio.
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El objetivo dltimo de la medicina moderna es
poder alcanzar un tratamiento individualizado del
paciente. Conocer la etiologia de la enfermedad en
cada paciente, la respuesta de cada paciente a los
factores de riesgo, los factores que facilitan la pro-
gresion de la enfermedad, qué factores genéticos
van a hacer al paciente susceptible a esta enferme-
dad, cudl es el perfil metabdlico del paciente y cua-
les son las proteinas que expresa el paciente que
mas nos ayuden a identificar el pronéstico de éste,
asi como su susceptibilidad al tratamiento, son en
el momento actual centro de investigacién. Para
conseguir todos estos objetivos, debemos utilizar
nuevas tecnologias que van desde el conocimiento
de los genes contenidos en las células de los indivi-
duos (genoma), cuéles de ellos se expresan (trans-
criptémica), cuél es la funcionalidad de sus protei-
nas (metabol6mica) y cuél es su perfil de expresién
proteica (proteémica). Todas estas tecnologias se
conocen ahora con el nombre de “nuevas ciencias’,
las cuales pueden favorecer la transicién desde la
investigacion basica a la practica clinica, con el fin
ultimo de alcanzar el desarrollo de la medicina per-
sonalizada.

La secuenciacién del genoma humano ha sido
sin duda uno de los mayores avances de las cien-
cias biomédicas de los ultimos afios. Una de las en-
sefanzas que nos ha proporcionado la secuencia-
cién del genoma humano es que hay menos genes
(alrededor de 30.000) de los que se esperaba. Esto
ha llevado a dar una relevancia mayor a la diversi-
dad de proteinas que se forman a partir de estos
genes.

Las proteinas son las encargadas directas de las
funciones bioldgicas. Se considera que en el ser hu-
mano hay entre 6 y 7 veces mas proteinas que genes
(entre 200.000 y 250.000 proteinas). Las proteinas,
a diferencia de los genes, tienen una complejidad y
variabilidad mayores. Mientras que el genoma es
relativamente constante (incluso podria considerar-
se como un componente estatico de la célula), el
proteoma estd continuamente cambiando, muchas
veces simplemente por la interaccién entre el geno-
ma y el entorno, lo que confiere al proteoma la ca-
pacidad de ser dindmico. En este sentido, hay que
recordar también que, una vez expresadas las prote-
inas, éstas estan sujetas a modificaciones postrans-
lacionales, entre las que se encuentran la protedli-
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Figura 1. Esquema representativo de los diferentes pasos necesarios para desarrollar un estudio proteémico desde la homoge-
neizacién de la muestra, la separacion de las proteinas que contiene y su identificacién mediante espectrometria de masas.
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sis, la oxidacién de grupos sulfhidrilo, la formacién
de puentes de disulfuro, las fosforilaciones, las glu-
cosilaciones, las S-nitrosilaciones, la acilacién gra-
sa, la oxidacién, etc. Estas modificaciones bioqui-
micas producen diferentes isoformas de una misma
proteina, que posiblemente tengan incluso propie-
dades funcionales diferentes a las de la proteina ori-
ginal.

¢En qué consiste un estudio proteémico?

Para realizar un estudio proteémico, se necesita
integrar una serie de tecnologias. Un estudio prote-
6mico conlleva la realizacién de electroforesis bidi-
mensional, anélisis de imagen, espectrometria de
masas y bioinformatica, lo que conlleva a contar
con expertos en biologia, biologia molecular, espec-
trometria de masas y bioinformatica (fig. 1).

Ademas de posibilitar la identificacién de malti-
ples proteinas a la vez, una caracteristica de la pro-
teémica, en comparacién con otras técnicas con-
vencionales de identificacién de proteinas, es que
la proteémica no sélo permite detectar y cuantifi-
car el total en la expresién de una proteina, sino
también permite detectar y cuantificar la expresién
de distintas isoformas de una misma proteina, algo
que hasta el momento no era posible con el resto
de técnicas empleadas para el andlisis e identifica-
ci6n de proteinas, como el Western blot, el enzi-
moinmunoanélisis, la citometria de flujo u otras.

La electroforesis bidimensional es la base funda-
mental utilizada para desarrollar los mapas de ex-
presion proteica o proteomas. La electroforesis bi-
dimensional nos permite separar las proteinas en
2 dimensiones: el peso molecular y el punto isoe-
léctrico. Esta separacion bidimensional de las pro-
tefnas dara lugar a un mapa de expresién proteica
en el que cada proteina y sus isoformas estaran dis-
tribuidas en la coordenada formada por el peso
molecular y el punto isoeléctrico. Esta coordenada,
en principio, serd tnica para cada proteina; en tér-
minos sencillos, es como el documento de identi-
dad de la proteina.

La primera dimensi6n se realiza mediante el em-
pleo de geles de poliacrilamida con un gradiente de
pH inmovilizado, que garantiza la reproducibilidad
entre geles. Estos geles estdn desarrollados sobre
unas tiras denominadas IPG (Isoelectric Phocusing
Gradient), y en el mercado hay tiras de IPG con
distintos rangos de pH. La utilizacién de un rango
amplio de pH (3-10), o uno mas estrecho (4-7), de-
penderé de las caracteristicas de pH de las protei-
nas contenidas en la muestra que queremos anali-
zar, o incluso en el interés de amplificar la zona de
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estudio. Logicamente, un rango de pH mas estre-
cho resolvera mas proteinas contenidas en ese ran-
g0, lo que en muchas ocasiones facilita su identifi-
cacion y cuantificacion.

El fundamento de esta primera separacién de
las proteinas seguin el punto isoeléctrico es que las
proteinas presentes en el extracto a analizar mi-
gren a lo largo de la tira IPG al aplicar una corrien-
te eléctrica y se distribuyan por toda su longitud
hasta alcanzar cada proteina su punto isoeléctrico,
es decir, el punto donde su carga neta es cero, y en
ese momento se detienen. Por lo tanto, en la prime-
ra dimension, las proteinas se separan en funcién
de su carga. La segunda dimensién se realiza en
geles SDS-PAGE, con lo que se logra la separacion
de las proteinas segin su peso molecular. Una vez
realizada la segunda dimension, las proteinas pre-
sentes en el gel deben visualizarse para que poda-
mos cuantificarlas y analizarlas. Hay distintos ti-
pos de tincion del gel que, fundamentalmente, se
diferencian segtin la sensibilidad a la hora de de-
tectar protefnas. Destacan la tincién con azul de
Coomassie, tincién radiactiva, tincién fluorescente
y la tincién con plata.

Los métodos de tinciéon mas empleados son, sin
duda alguna, la tincién con plata y la tincién con
azul de Coomassie. La tincién con plata es una de
las tinciones mas sensibles, perdura en el tiempo y
se obtiene una muy buena calidad de la imagen.
Ademas, este tipo de tincién puede ser compatible
con el andlisis por espectrometria de masas. Sin
embargo, el método mas recomendado de tinci6n
para realizar la identificacién de las protefnas me-
diante espectrometria de masas es el azul de Coo-
massie.

Una vez obtenido el gel bidimensional o el mapa
de expresién proteico, el siguiente paso es el anali-
sis de la imagen. Hoy dia hay diversas herramien-
tas informéaticas (PD-QUEST, MELANIE, etc.) que
facilitan mucho el estudio de este tipo de ima-
genes.

El empleo de este tipo de programas (software)
va a permitir realizar un andlisis completo de los
mapas de expresion proteico, que permite incluso
la comparacién entre distintos grupos de mapas
proteicos. Ademas, estas herramientas normalmen-
te permiten la comparacién visual con mapas pro-
tedmicos existentes en bases de datos disponibles
en la red. La base de datos suiza SWISS-PROT
(http://www.expasy.ch) es una de las mas conocidas
y empleadas.

La aplicacién de la espectrometria de masas
para identificar proteinas y péptidos se considera
el avance principal en la caracterizacién e identifi-
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cacién de proteinas separadas mediante electrofo-
resis bidimensional. En términos sencillos, la es-
pectrometria de masas consiste en someter a una
proteina a una digestién enzimatica, normalmente
con tripsina, que es capaz de romper la proteina en
puntos o localizaciones especificas para obtener
una serie de fragmentos peptidicos especificos,
cuya masa va a servir para identificar la proteina
de interés. En concreto, la tripsina rompe las pro-
tefnas en la zona carboxilica de los residuos de lisi-
na y arginina, a menos que estén seguidos por una
prolina, lo que resulta en huellas peptidicas de pép-
tidos predecibles.

Los fragmentos peptidicos obtenidos son ioniza-
dos tras el tratamiento con un laser que les confie-
re carga. Los fragmentos peptidicos, una vez confe-
rida la carga, se separan en el espectro segin su
relaciéon masa/carga y, posteriormente, se analizan
con un detector, que es capaz de medir la intensi-
dad de cada fragmento (fig. 2).

Posteriormente, y mediante otras bases de datos
que normalmente son de acceso libre en internet,
las huellas peptidicas resultantes del anélisis de es-
pectrometria de masas se utilizan para encontrar la
homologia que nos ayudara a identificar la protei-
na. La eficiencia de esta técnica es elevada, tanto
que incluso la identificaciéon de una secuencia de
5 residuos de aminoacidos puede ser suficiente
para identificar la protefna.

Aplicacién de la proteémica en la investigacion
cardiovascular

En lineas generales, la aplicaciéon de la proted-
mica en el 4rea cardiovascular se ha focalizado en:

conocer mecanismos moleculares asociados a la
enfermedad, la identificacién de nuevos biomarca-
dores diagnéstico, la identificacién de biomarcado-
res prondsticos y de evolucion. El estudio de far-
macos a través de la proteémica se ha denominado
farmacoproteémica, de la cual hablaremos mas
adelante.

Identificacion de biomarcadores diagndstico
y prondstico en la enfermedad cardiovascular

En el conocimiento de las enfermedades cardio-
vasculares, han tenido y tienen un papel funda-
mental la identificaciéon de factores prondsticos y
diagnésticos, como la hipercolesterolemia, la hi-
pertension o la diabetes. Desde el punto de vista de
los biomarcadores, solamente la tropomiosina
(para el sindrome coronario agudo [SCA]), o el
péptido natriurético cerebral (para el fracaso car-
diaco agudo) son actualmente utilizados para el
diagnéstico y el prondstico de los pacientes. Con la
utilizacion de la protedmica se pueden identificar
nuevos marcadores de utilidad clinica.

La sangre representa probablemente la fuente
mas accesible para la basqueda de biomarcadores
diagnésticos y prondsticos. El plasma contiene un
rango de protefnas en una concentracion desde
55.000.000.000 pg/ml (como la albiumina) a 1 o
5 pg/ml (como las citocinas), con un gran rango de
concentraciones entre estos 2 extremos. Como
aproximacion, el nimero de proteinas en la sangre
humana es superior a 10° moléculas diferentes, que
representarian el producto de entre 25.000 a 30.000
genes'. Por todo ello, el potencial de la sangre en
contener biomarcadores de utilidad clinica es gran-
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Figura 2. Ejemplo de un espectro de masas obtenido mediante el analisis por espectrometria de masas en tindem (MS/MS). El eje
de las ordenadas viene definido por la relacién masa/carga de cada uno de los péptidos y por el porcentaje de intensidad, que indi-
ca la cantidad relativa de iones que poseen esta relacién carga/masa.
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de, aunque todavia no se ha analizado en su totali-
dad, probablemente debido, hasta ahora, a la falta
de tecnologia para alcanzar este fin.

Protedmica y aterosclerosis

En la investigacién de los vasos, la utilizacion de
la proteémica esta en sus primeros pasos. Incluso,
el proteoma de los vasos normales y patolégicos no
estd atn definido. La dificultad principal para apli-
car el analisis proteémico en la enfermedad vascu-
lar es la heterogeneidad de la composicién celular
de la placa aterosclerética®. El perfil proteico de los
vasos normales estd dominado por proteinas de
las células de musculo liso vascular, pero también
contiene proteinas de las células endoteliales o, in-
cluso, de otros tipos celulares, como fibroblastos,
mioblastos y células dendriticas. Sin embargo, la
aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria, lo
que implica la interaccién de células sanguineas in-
flamatorias con la pared vascular, y que complica
atn mas el componente celular y, por supuesto,
proteico de la pared vascular.

El primer intento de analizar la lesion ateroscle-
rética humana mediante electroforesis bidimensio-
nal se realiz6 hace ahora algo mas de 20 afios.
Stastny et al® compararon la composicién proteica
de la lesion fibrograsa humana con la intima sana.
La comparacion se realizé de forma visual, ya que
en esos anos todavia no habia programas informa-
ticos para el andlisis bioinformatico de los geles,
por lo que sélo se identificaron los cambios mas
evidentes. En este trabajo se observé que en la arte-
ria aterosclerética habia un aumento de albumina,
fibrin6geno, inmunoglobulina G, «-1 antitripsina,
transferrina, haptoglobina, apolipoproteina Al y
apolipoproteina AII’. En un estudio mas recien-
te, You et al* analizaron arterias coronarias de pa-
cientes con enfermedad de arteria coronaria y los
compararon con individuos sanos. El estudio por
electroforesis bidimensional revelé un aumento
significativo en la expresion de la cadena ligera de
ferritina®. Estos resultados estarfan relacionados
con la hipétesis del “hierro”, que propone que el al-
macén de hierro contribuiria a la formacién y la
progresion de la placa de ateroma mediante la mo-
dulacién de la oxidacién lipidica. Sin embargo, en
este estudio se encontraron muy pocas variaciones
entre la arteria sana y enferma, probablemente de-
bido a la gran variabilidad entre los resultados, lo
que puede enmascarar las diferencias. También la
heterogeneicidad en la composicién de la placa
aterosclerética complica la interpretacion de los re-
sultados. El aumento en la expresién de la cadena
ligera de ferritina podria ser también consecuencia
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de una infiltracién mayor de monocitos en la arte-
ria enferma. En otro trabajo reciente, de Donners
et al’, se analizé la lesion avanzada estable con pla-
cas conteniendo trombos. Mediante espectrome-
tria de masas identificaron la vinexina-g, una pro-
tefna que une vinculina, y o -antitripsina, cuya
expresion estaba limitada en las placas de lesiones
temporales comenzando con una mayor expresién
en placas con lesiones tempranas comparada con
la mayor expresion en placas con lesiones mas
avanzadas. En las placas avanzadas se identifica-
ron 6 isoformas de a,-antitripsina, una de las cua-
les sélo se observé en placas que contenian trom-
bo’. Posiblemente, en la placa de ateroma, la
a,-antitripsina tenga un efecto protector, e impida
la invasién por células inflamatorias. Hay que re-
cordar que la o -antitripsina tiene actividad anties-
clerética y la pérdida de esta actividad antiescleré-
tica podria favorecer la adhesion y la acumulacién
de células inflamatorias, lo cual hace la placa mas
vulnerable a la rotura.

Se pueden hacer multiples aproximaciones para
el estudio de la placa de ateroma mediante la utili-
zacion de la proteémica. Por ejemplo, en medio li-
bre de proteinas se han cultivado muestras de en-
darterectomia de carétida y se han analizado las
proteinas liberadas en el medio de cultivo®. Se en-
contraron protefnas en el medio solamente en las
incubaciones de arterias con placas, pero no en
las arterias normales. Entre las proteinas identifi-
cadas se encontraron protefnas implicadas en el
transporte reverso del colesterol (apolipoproteina
B-100; apolipoproteina Al), proteinas asociadas a
apoptosis, proteinas relacionadas con la degrada-
ci6n de proteinas y proteinas antioxidantes®. Cuan-
to mas complicada era la lesién aterosclerdtica,
mayor era el nimero de proteinas liberadas®.

La proteémica aplicada a la isquemia miocdrdica

La estratificacion répida y eficaz del paciente
que llega al servicio de urgencias con un dolor to-
racico es importante porque ofrece ventajas para el
inicio temprano del tratamiento, lo que claramente
favorecera el pronédstico de los pacientes que pre-
sentan un SCA. Actualmente, la estratificacion de
los pacientes con sospecha de tener un SCA co-
mienza con la realizacién de un electrocardiogra-
ma y un examen fisico e histérico, en el que se in-
cluyen los antecedentes familiares y los factores de
riesgo cardiovascular que presenta el paciente. En
el SCA sin elevacion del segmento ST, el diagnosti-
co del infarto de miocardio esté principalmente ba-
sado en la deteccion de biomarcadores de necrosis
miocérdica. En la actualidad, el biomarcador mas
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utilizado para detectar necrosis miocardica es la
troponina’. La troponina también se utiliza como
biomarcador de riesgo de episodio cardiaco, inclui-
das muerte e isquemia recurrente®. No obstante,
tanto la troponina como otros biomarcadores me-
nos especificos se utilizan para detectar necrosis
miocérdica, como puede ser la mioglobina o la
fracciéon de mioglobina de la creatincinasa (CK-
MB). En este sentido, la mioglobina tiene una utili-
dad limitada, ya que no es poco especifica, funda-
mentalmente cuando coexiste un dafio del musculo
esquelético y un fallo renal. La CK-MB tiene una
sensibilidad similar a la mioglobina, aunque pre-
senta una mayor especificidad, a pesar de que hay
algunos autores que describen que no tiene especi-
ficidad absoluta. La troponina es muy sensible y
mas especifica para detectar daflo miocéardico. No
obstante, es importante identificar el SCA antes de
que ocurra una necrosis miocérdica. Para intentar
identificar mediante la proteémica nuevos biomar-
cadores utiles para el diagnostico de SCA, los in-
vestigadores han comenzado por conocer cudles
son los cambios en el proteoma del miocardio is-
quémico. Para ello, se han utilizado fundamental-
mente modelos animales.

En un modelo en conejo de isquemia con reper-
cusion miocardica, el andlisis mediante electrofo-
resis bidimensional demostré que mdltiples protei-
nas conocidas y otras no conocidas cambiaban su
expresion en el corazén’. Entre ellas se encuentran
proteinas del citoesqueleto (troponina C y cadena
ligera de la miosina), enzimas del sistema redox,
enzimas relacionadas con el metabolismo energéti-
co y proteinas de respuesta al estrés. En un modelo
porcino, la isquemia miocéardica también demostré
alteraciones en diferentes proteinas sistémicas
como elevacién en las catepsinas B y D y la protei-
na Hsc73!. Estos cambios se asociaron con una re-
duccién de la apoptosis y se indico que estas pro-
teinas se activan para proteger el tejido miocéardico
contra la isquemia®.

Nuestro grupo estudi6 recientemente los cam-
bios en la expresion plasmética de proteinas en pa-
cientes durante la fase aguda de un SCA'". El estu-
dio por electroforesis bidimensional del plasma
demostré una reducciéon de algunas isoformas de
la o,-antitripsina y de la apolipoproteina Al en los
pacientes durante un infarto de miocardio o una
angina inestable respecto a los individuos control'!.
Se encontraron también diferencias en la expresion
plasmatica de algunas isoformas de proteinas entre
los pacientes durante un infarto de miocardio, res-
pecto a pacientes que tenian una angina inestable.
En este sentido, las isoformas de la o -antitripsina

5, 6 y 7 estaban mas reducidas en el plasma de los
pacientes durante el infarto de miocardio, respecto
a los de angina inestable!'. Lo mismo ocurria con
las 5 isoformas de la apolipoproteina Al identifica-
das'!. Probablemente, la menor expresién de estos
2 biomarcadores, cuya funcién es la proteccién
miocérdica durante el infarto de miocardio, pue-
den asociarse a un dafio mayor en las células del
coraz6n. En definitiva, a través de la proteémica
podemos conocer mejor los mecanismos molecula-
res que ocurren durante el SCA, lo que ademas de
facilitarnos la identificacion de biomarcadores
puede desvelarnos mas dianas terapéuticas.

Hipertrofia cardiaca y proteémica

La hipertrofia del ventriculo izquierdo es el me-
canismo primario por el que el ventriculo izquier-
do responde a la sobrecarga de presién. Una sobre-
carga de presion prolongada produce disfuncién
miocardica y el desarrollo del fallo cardiaco con-
gestivo. Hay 2 mecanismos principales criticos en
el desarrollo de la hipertrofia hipertensiva cardia-
ca: a) la elevada poscarga del ventriculo izquierdo
que induce estrés mecanico, y b) factores humora-
les/neuronales, como el sistema renina-angioten-
sina aldosterona y el sistema simpético. No obstan-
te, los mecanismos moleculares mediadores del
proceso del remodelado cardiaco implicados en la
hipertrofia miocérdica no estan completamente de-
finidos™. En un estudio de Jin et al'® en ratas espon-
tdneamente hipertensas, los autores encontraron
que la expresion de 20 proteinas estaba cambiada
en el miocardio hipertréfico. De ellas, 13 proteinas
cambiaron su expresion en las primeras etapas de
la hipertension, antes de que ésta fuera sostenida, y
7 proteinas cambiaron su expresion en el ventricu-
lo izquierdo una vez que el estado hipertensivo era
sostenido®®. Muchas de las proteinas que cambia-
ron estaban relacionadas con el metabolismo ener-
gético'®. Es interesante sefalar que en este estud-
io se identific6 una proteina antioxidante, la gluta-
tién transferasa omega-1, que se identificé sélo en
el miocardio de las ratas espontaneamente hiper-
tensas, y no en el de las normotensas. Esto podria
parecer paraddjico, ya que otros investigadores
han demostrado valores elevados de esta proteina
en el tejido miocardico, lo que indicaria que en la
hipertension se expresa otra isoforma de esta pro-
tefna que no se expresa en la normotension'*. To-
memos este ejemplo para comentar que, al utilizar
la proteémica con frecuencia, aparecen proteinas
no conocidas o cambios en la expresion de protei-
nas que hasta la fecha no se habfan relacionado
con la enfermedad en estudio. Este es uno de los
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mayores potenciales de los estudios proteémicos y
la consecuencia primera es que abre paso al cono-
cimiento de nuevas dianas terapéuticas, que hasta
entonces no se habfan relacionado con la enferme-
dad. En este sentido, en un trabajo reciente de
Lindsey et al'® se identificaron 123 proteinas en el
ventriculo izquierdo hipertrofiado de ratas. De és-
tas, s6lo 32 se habian asociado previamente con la
hipertrofia ventricular. El 57% de las proteinas
identificadas eran proteinas implicadas en el meta-
bolismo y en la estructura celular, lo cual tiene sen-
tido, ya que en la hipertrofia el miocardiocito au-
menta el tamafio, lo que posiblemente implicara
un aumento en su demanda metabélica.

Muchos de los estudios sobre los cambios en la
expresion de proteinas en el corazén hipertréfico
se han centrado en protefnas estructurales y con-
tractiles. No obstante, en el corazén hipertréfico
hay una adaptacién compensatoria energética. Pro-
bablemente, esta respuesta adaptativa o maladap-
tativa en el metabolismo puede contribuir de for-
ma negativa a la funcionalidad del miocardio
hipertréfico. En el corazén, el adenosintrifosfato
(ATP) utilizado en la contraccién se sintetiza prin-
cipalmente en la mitocondria a través de la fosfori-
laci6én oxidativa. En el corazén normal, la principal
fuente de energfa es la B-oxidacién de los 4cidos
grasos de cadena larga. Sin embargo, el corazén hi-
pertréfico tiene reducida la utilizacién de la -oxi-
dacién de los acidos grasos y estudios indirectos
han indicado que su fuente principal de produc-
cién de ATP es la glucolisis!®'”. De hecho, hay algu-
nas teorfas que intentar explicar la reduccién en la
B-oxidacion de los acidos grasos en el miocardio
hipertrofiado. Por ejemplo, se ha indicado una re-
duccién en el contenido de carnitina en el miocar-
dio del corazoén hipertréfico'®. La carnitina se utili-
za para la traslocacién de los acidos grasos, a
través de la membrana interna de la mitocondria al
sitio de la B-oxidacién. No obstante, todo esto no
estd totalmente establecido.

A través de la proteémica podemos conocer cua-
les son los cambios que ocurren en el corazén hi-
pertrofiado en los ensayos que reflejan el metabo-
lismo energético. Algunos resultados preliminares
de nuestro grupo parecen indicar que la expresién
tanto de proteinas relacionadas con la B-oxidacion,
como con la glucdlisis, estd reducida en el ven-
triculo izquierdo hipertrofiado de ratas espontane-
amente hipertensas'®.

Una de las estructuras celulares que cambian en
el corazon hipertroéfico es la mitocondria del car-
diomiocito. El papel principal de la mitocondria es
la produccién de ATP, aunque también esta impli-
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cada en la homeostasis iénica, la apoptosis, la oxi-
dacién de hidratos de carbono y de acidos grasos,
asi como en gran diversidad de procesos catabdli-
cos y anabdlicos. Como consecuencia de esta di-
versidad funcional, la disfuncién mitocondrial se
asocia a diferentes enfermedades, incluidas las en-
fermedades del corazén. Por lo tanto, el estudio
del proteoma mitocondrial comienza también a
ser foco de atencion.

En forma de prediccion, se calcula que el prote-
oma mitocondrial incluye mas de 1.500 proteinas
diferentes. En este sentido, hay mds proteinas mi-
tocondriales de caracter basico comparadas con las
citosdlicas. Las proteinas mitocondriales son ge-
neralmente pequenas (< 10 kDa) y estan poco des-
critas en las bases de datos. No obstante, todo ello
dificulta su estudio e identificacién mediante pro-
teémica. Hay todavia muy pocos estudios realiza-
dos sobre el proteoma mitocondrial respecto a la
enfermedad cardiovascular. Quizas el mas referido
sea el realizado por Lin et al?, en el que los autores
descubrieron el proteoma de la mitocondria del
cardiomiocito en un modelo de estrés crénico en el
que se induce disfuncién cardiaca. Encontraron
que habia 11 proteinas mitocondriales que tenfan
alterada su expresion, respecto a mitocondrias ob-
tenidas de cardiomiocitos de animales control. Es-
tas proteinas estaban implicadas en el ciclo de
Krebs y en el metabolismo lipidico, y su expresién
estaba disminuida en los animales con disfuncién
miocérdica. Estas proteinas se identificaron como
carnitina palmitoil/transferasa 2, acil CoA-tioes-
terasa mitocondrial, isocitrato deshidrogenada 3
(NAD*), a-fumarato hidratasa-1 y piruvato deshi-
drogenasa §.

Farmacoproteémica y enfermedad
cardiovascular

La medicina personalizada se basa en las dife-
rencias existentes entre individuos y, por lo tanto,
aspira a dar a cada paciente el tratamiento mas
adecuado de forma personalizada. La farmacopro-
teémica se puede definir como el estudio de la res-
puesta farmacoldgica de un paciente en funcién de
las proteinas que expresa.

En el 4rea cardiovascular, la farmacoprote6mica
es una rama de reciente utilizacién y que, entre
otras aplicaciones, nos puede ayudar a desvelar el
siempre debatido aspecto de la identificacién de
efectos clase y efectos pleiotrépicos de los farma-
cos cardiovasculares.

Todavia no hay muchos estudios que analicen los
efectos de farmacos en el proteoma de los pacientes
cardiovasculares. Para las estatinas, se realizé un es-
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tudio en ratas en el que se analizaron las modifica-
ciones en las protefnas del higado después de ad-
ministrar lovastatina y fluvastatina?'?2, En estos es-
tudios se describieron, a partir de electroforesis
bidimensional y espectrometria de masas, modifica-
ciones en el metabolismo de los hidratos de carbo-
no, en proteinas de estrés, en proteinas relacionadas
con la homeostasis del calcio y con la actividad de
las proteasas. En relacion con estos efectos pleiotré-
picos de las estatinas, un estudio reciente publicado
por nuestro grupo? analiz6 las modificaciones en el
proteoma plasmatico de pacientes moderadamente
hipercolesterolémicos tras el tratamiento durante 12
semanas con simvastatina. En este estudio, se obser-
v6 que los pacientes con hipercolesterolemia mode-
rada tenian aumentado en el plasma la expresion de
la isoforma 1 de la cadena gamma del fibrin6geno y
3 isoformas de haptoglobina?. Tras el tratamiento
con simvastatina, la isoforma 1 del fibrindgeno dis-
minuy6 su expresion en plasma; sin embargo, la iso-
forma 2 de haptoglobina, proteina reactante de fase
aguda, aumentd. La haptoglobina es una proteina
que une hemoglobina libre, lo que le confiere pro-
piedades antioxidantes. Por lo tanto, como hipéte-
sis, el aumento de esa isoforma de haptoglobina, ob-
servado tras el tratamiento con simvastatina, podria
indicar un aumento en la respuesta antioxidante.
También se examinaron cambios en la expresién de
la apolipoproteina AIV. Como es bien conocido, la
apolipoproteina AIV no sélo desempefia un papel
importante en el transporte reverso del colesterol,
sino que también es una proteina asociada a protec-
cién vascular. El tratamiento con simvastatina au-
ment6 los valores plasmaticos de la apolipoproteina
AIVZ. De todos los cambios descritos anteriormente,
los cambios en apolipoproteina ATV y haptoglobina
isoforma 2 no se correlacionaron con los valores de
colesterol total?. Este tipo de estudios puede ayudar
a conocer con mas profundidad los mecanismos de
accion de las estatinas vy, sobre todo, pueden facilitar
la identificacion de mecanismos pleiotrépicos que
nos ayudaran a conocer mejor los beneficios mole-
culares y celulares de unas estatinas respecto a
otras.

Otra de las aplicaciones de la farmacoproteémica
es la identificacién de biomarcadores de respuesta
farmacolégica. Es decir, conocer si los cambios en
la expresién de una proteina o grupo de proteinas
puede asociarse a una respuesta mayor o menor del
paciente al farmaco. Un ejemplo reciente de esta
posible aplicacion de la proteémica es la basqueda
de biomarcadores que nos ayuden a definir a pa-
cientes cuyas plaquetas respondan peor al trata-
miento con aspirina.

Se han descrito diferentes mecanismos por los
que la aspirina ejerce su efecto antitrombético; sin
embargo, su efecto antitrombético principal es me-
diante la inhibicién de la actividad de la ciclooxige-
nasa plaquetaria, lo que bloquea la sintesis de
tromboxano A, (TxA,) por las plaquetas??. A pesar
de tomar aspirina, algunos pacientes tienen episo-
dios vasculares recurrentes, lo que ha indicado que
estos pacientes son aparentemente resistentes a la
aspirina, un fenémeno que se ha llamado “resisten-
cia a la aspirina”®®?. En este sentido, en alrededor
del 20% de los pacientes que toman de forma habi-
tual aspirina, el firmaco no inhibe sus plaquetas y
este porcentaje aumenta hasta un 40% si los pa-
cientes son diabéticos. En el momento actual, hay
diferentes hipétesis que intentan explicar el feno-
meno de la resistencia a la aspirina, aunque ningu-
na de ellas por si misma ha podido justificar la
existencia de esta variabilidad en la respuesta pla-
quetaria?®3!, El estudio proteémico del plasma en
pacientes resistentes a la aspirina ha demostrado la
existencia de un aumento en la expresion de 3 iso-
formas de la proteina de unién a vitamina D
(DBP), comparndo con la expresién de estas isofor-
mas observada en el plasma de pacientes cuyas
plaquetas son sensibles a la accién de la aspirina®’.

La funcién principal de la DBP es unir y trans-
portar analogos de la vitamina D. También se ha
descrito a esta protefna como activadora de leucoci-
tos*2. Ya que los pacientes resistentes a la aspirina
tenian elevada la expresion de 3 isoformas de DBP
en el plasma, se analizé si habia alguna relacién en-
tre la DBP y la capacidad de la aspirina para inhibir
la ciclooxigenasa 1 plaquetaria. En experimentos in
vitro se observo que la presencia de DBP redujo la
capacidad de la aspirina de bloquear la produccién
de TxA, por las plaquetas®!. Estos resultados po-
drian indicar que, de alguna manera, la DBP impi-
de la accién de la aspirina en la ciclooxigenasa 1
plaquetaria. Por ello, los pacientes con DBP elevada
tienen, a pesar del tratamiento con aspirina, una
capacidad mayor de producir TxA, y, por lo tanto,
unas plaquetas potencialmente mas activas con ca-
pacidad de formar trombos en el vaso.

En resumen, la proteémica y la farmacoproteé-
mica pueden ser herramientas muy ttiles para de-
sarrollar nuevos farmacos para la bsqueda de bio-
marcadores prondstico y de evolucién de los
pacientes con enfermedades cardiovasculares, e in-
cluso pueden ayudarnos a controlar mejor las inte-
racciones farmacolégicas, sobre todo en el ambito
molecular. No obstante, para alcanzar un uso mas
especifico de estas nuevas ciencias, necesitamos
primero conocer el proteoma de los érganos impli-
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cados: corazén, vasos, células de la sangre, plasma,
etc., no ya en condiciones patolégicas, sino tam-
bién en las fisioldgicas, lo que atin no se ha realiza-
do en su totalidad.
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