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ANTECEDENTES

RESUMEN

En la Gltima década, la proteémica y la metabolémica han realizado aportaciones sustanciales al
conocimiento de las enfermedades cardiovasculares. La evaluacién no sesgada de los procesos
fisiopatologicos sin partir de presunciones establecidas a priori complementa otras técnicas de biologia
molecular que se emplean en la actualidad con un enfoque reduccionista. En la presente revision, se
resaltan algunos de los métodos de las ciencias «dmicas» que se emplean para evaluar los cambios de las
proteinas y los metabolitos en la enfermedad cardiovascular. Es muy infrecuente que una funcién
bioldgica especifica discreta se atribuya a una sola molécula; es mas habitual que se lleve a cabo con la
aportaciéon combinada de muchas proteinas. A diferencia del enfoque reduccionista, en el que se estudia
individualmente las moléculas, las plataformas «6micas» permiten el estudio de interacciones mas
complejas en sistemas bioldgicos. La combinacion de la protedmica y la metabolémica para cuantificar
los cambios de los metabolitos y sus correspondientes enzimas hara avanzar nuestro conocimiento de
los mecanismos fisiopatoldgicos y facilitara la identificacion de nuevos biomarcadores de enfermedad
cardiovascular.
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Proteomics and Metabolomics for Mechanistic Insights and Biomarker Discovery
in Cardiovascular Disease

ABSTRACT

In the last decade, proteomics and metabolomics have contributed substantially to our understanding of
cardiovascular diseases. The unbiased assessment of pathophysiological processes without a priori
assumptions complements other molecular biology techniques that are currently used in a reductionist
approach. In this review, we highlight some of the «omics» methods used to assess protein and metabolite
changes in cardiovascular disease. A discrete biological function is very rarely attributed to a single
molecule; more often it is the combined input of many proteins. In contrast to the reductionist approach, in
which molecules are studied individually, «xomics» platforms allow the study of more complex interactions
in biological systems. Combining proteomics and metabolomics to quantify changes in metabolites and
their corresponding enzymes will advance our understanding of pathophysiological mechanisms and aid
the identification of novel biomarkers for cardiovascular disease.
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pueden constituir un espectro heterogéneo de etiologias, estadios
patologicos y bases genéticas. Hay una urgente necesidad de

La enfermedad cardiovascular (ECV) es la primera causa de
mortalidad y morbilidad en los paises industrializados. La
prediccion de los eventos cardiovasculares se basa en el
seguimiento de los factores de riesgo convencionales, como edad,
sexo, habito tabaquico, diabetes mellitus e hipertensién'. Muchos
de estos factores de riesgo tienen una prevalencia elevada en la
poblacién, e incluso los mejores algoritmos para los eventos
coronarios agudos han fallado en la prediccion de la mayoria de
los casos de ECV en un periodo de 10 afios?. Ademas de las
dificultades de prediccién, las ECV, como la insuficiencia cardiaca,
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identificar nuevos biomarcadores para estratificar a los pacientes y
personalizar los tratamientos. Actualmente, la evaluaciéon de
biomarcadores se basa en la cuantificacion de unas pocas proteinas
o metabolitos®. Las plataformas de alto rendimiento como la
protedmica y la metabolémica pueden ofrecer lecturas simulta-
neas de centenares de proteinas y metabolitos. En esta revision, se
resumen las plataformas de protedmica y metaboloémica que hoy
se aplican a la investigacion cardiovascular y pueden conducir a la
identificacion de nuevos biomarcadores de utilidad clinica.

PROTEOMICA

La primera secuencia completa del genoma humano se publico
en 2001. En contra de lo esperado, esta secuencia incluia tan solo
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Abreviaturas

CL: cromatografia liquida

ECV: enfermedad cardiovascular

EM: espectrometria de masas

ERM: espectroscopia por resonancia magnética

unos 20.000 a 25.000 marcos de lectura abiertos que codificaban
proteinas®. Sin embargo, los productos génicos estin sujetos a
procesos de corte y empalme y edicién de ARN alternativos que dan
lugar a una amplia variedad de isoformas diferentes de las
proteinas®. El objetivo de la protedmica es interrogar al proteoma®.
El proteoma engloba todo el conjunto de proteinas expresadas por
una célula, un tejido o un organismo, incluidas sus modificaciones
postraduccionales. La protedmica es el analisis integral de la
expresion génica con el empleo de diversas técnicas para
identificar y caracterizar las proteinas. El término protedmica fue
acufiado por Marc Wilkins en 1994 por analogia con el de la
gendmica, que es el andlisis de los genes.

Las primeras técnicas de proteémica se desarrollaron en la
década de los setenta’ y su uso ha evolucionado continuamente
desde entonces. No fue hasta mediados de la década de los noventa
cuando se aplicd la proteémica al estudio de las ECV, con los
trabajos pioneros de Knecht et al® y Jungblut et al°. En esa época,
una de las dificultades principales era la identificacion de las
proteinas. Inicialmente, se utiliz6 la secuenciaciéon de Edman, pero
esta técnica ha sido sustituida tras su introducciéon por la
espectrometria de masas (EM) biologica. El primer Premio Nobel
motivado por la EM fue el concedido a F.W. Aston en 1920. Su
espectrometro de masas permitia la separacion de diferentes
isétopos. Mas recientemente, dos nuevos inventos han hecho
posible analizar biomoléculas (ADN, péptidos, proteinas) mediante
EM: en 1987, M. Karas y F. Hillenkamp inventaron la MALDI
(desorcion/ionizacion con laser asistida por matriz). En la MALDI-
EM, se mezcla una matriz (p. €j., acido a-ciano-4-hidroxicinna-
mico) con el producto a analizar (p. ej., péptidos). Dicho producto
es desorbido de la matriz con la aplicacion de un laser y es
ionizado'®. En 1989, J.B. Fenn inventé la ionizacién por electro-
spray!!, 1o que le valié el Premio Nobel de Quimica en 2002. En la
ionizacion por electrospray, el producto analizado se ioniza de una
fase liquida a otra gaseosa. Asi se puede establecer una interfase
directa de los sistemas de cromatografia liquida (CL) con los
espectrometros de masas. La CL-EM en taindem (CL-EM/EM) es el
patron de referencia actual de la proteémica. La CL separa primero
los péptidos, lo cual es esencial pues la mayor parte de las mezclas
son demasiado complejas para analizarlas mediante EM sin
prefracionamiento. A continuacion, el espectrometro de masas
en tandem registra las masas de los péptidos inalterados (EM
plena) antes de seleccionar un ion precursor y fragmentarlo.
Habitualmente la fragmentacion se induce mediante colision con
argbn o nitrogeno. Los métodos mas recientes emplean también
electrones, un método de fragmentacién mas suave que preserva
las modificaciones postraduccionales'?. Los fragmentos se regis-
tran en un espectro de EM/EM y el patron de fragmentacion revela
un A masa especifico para cada aminoacido presente en el péptido.
En los estudios iniciales de protedmica, el proceso de trabajo se
basaba en un paso inicial de separacion proteica que utilizaba
técnicas como la electroforesis en gel. A medida que se fueron
desarrollando espectrometros de masas mas rapidos y mas
sensibles, se efectuaban la digestion y el analisis directo de
mezclas de proteinas cada vez mas complejas, sin un fracciona-
miento previo de proteinas. Se denomina a este método
protedmica de abajo arriba. En cambio, la proteémica de arriba
abajo analiza proteinas inalteradas mediante EM. Sin embargo,

este método contintia estando limitado a una sola proteina en
soluciones.

Espectrometria de masas en tindem

Las técnicas de abajo arriba hoy son las utilizadas para la mayor
parte de la labor de andlisis de muestras bioldgicas: en la
«protedmica de perdigonada» se analizan las proteinas de mezclas
complejas utilizando una combinacion de CL de alto rendimiento y
EM/EM. Una posible advertencia respecto a esta técnica es que el
espectrometro de masas selecciona el ion precursor mas abun-
dante para la fragmentacion. Por consiguiente, la deteccion de las
proteinas abundantes es mas probable que la de las escasas. El
muestreo insuficiente es especialmente problematico en el caso de
muestras como las de plasma o suero, que corresponden al
proteoma mas complejo del cuerpo humano, con proteinas que son
de entre 10 y 12 o6rdenes de magnitud en el rango dinamico
lineal'3. Los espectrémetros de masas actuales solamente resuel-
ven de 4 a 5 6rdenes de magnitud. Aunque un solo péptido puede
ser suficiente para identificar sin ambigiiedad una proteina, son
necesarios multiples péptidos de la misma proteina para una
cuantificacion fiable en la protedmica de perdigonada. Hasta la
fecha, la mayoria de los estudios de proteémica que han analizado
muestras de plasma han fracasado en el intento de identificar
nuevos biomarcadores debido a que las proteinas poco abundantes
son dificiles de detectar en presencia de componentes muy
abundantes como la albGmina. El problema del muestreo
insuficiente del proteoma plasmatico se podria superar en parte
con técnicas que utilizan una deplecion de las proteinas
plasmaticas abundantes. Una estrategia alternativa es el empleo
de tejido enfermo, en el que hay un enriquecimiento de
biomarcadores. Puede usarse una estrategia mas especifica en el
plasma/suero una vez identificado el biomarcador candidato.

Monitorizacion por reaccion miltiple

La monitorizacién por reaccion miltiple en un espectrometro
de masas de triple-cuadrupolo (QqQ-EM) se aplica a péptidos o
metabolitos identificados en los experimentos de descubri-
miento'*'>. Una QqQ-EM proporciona una forma efectiva y exacta
de cuantificar unas pocas moléculas diana seleccionadas, incluso
en mezclas complejas como el plasma o el suero'®. Si se puede
ionizar la molécula de interés mediante ionizacion por electrospray,
la QqQ-EM tendra una interfase con un sistema de CL para la
separacion del producto analizado, tal como se ha mencionado
antes. La molécula precursora se selecciona entonces en el primer
cuadrupolo. El segundo cuadrupolo se emplea como camara de
colision para la fragmentacién. Los iones producidos son detec-
tados en el tercer cuadrupolo, y su intensidad es un indicador de la
abundancia de la molécula de origen'®. Dada su alta especificidad,
la monitorizacion por reaccion miltiple se emplea para la
validacion de biomarcadores candidatos identificados en los
experimentos de descubrimiento'”, pero se ha empleado también
con éxito para confirmar lugares especificos de fragmentacion de
las proteinas'®. Ademas, la QqQ-EM es el método de eleccién para
los estudios de metaboléomica dirigida empleando metabolitos
estandares como calibradores®.

METABOLOMICA

Los metabolitos son los productos finales de todos los procesos
que se producen en las células, y las cantidades de metabolitos en
la enfermedad reflejan la adaptacién de los sistemas biologicos
a los estados patologicos. Hoy se estima que hay mas de
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2.000 metabolitos diferentes que pueden ser sintetizados de forma
endégena®®. Ademas, la dieta incorpora metabolitos exdgenos,
como por ejemplo las vitaminas. Otro factor contribuyente
importante para el conjunto de metabolitos del organismo es la
flora intestinal. Al igual que en el caso de la protedmica, el objetivo
de la metabolémica es caracterizar el complemento de moléculas
pequeilas de una muestra determinada e interrogar a las redes
metabodlicas en condiciones normales y patologicas, de manera
cualitativa y cuantitativa. Las tecnologias de metabol6mica se han
aplicado a diferentes areas de investigacion clinica, entre ellas el
descubrimiento de biomarcadores y farmacos?'?2, 1a toxicologia?3
y la nutriciéon?*. Los primeros estudios de metabolémica se
publicaron a comienzos de la primera década de este siglo y
se aplicaron rapidamente a la investigacién cardiovascular. Al igual
que en la proteémica, la EM es el método de eleccion para los
analisis de metabolitos, pero también se emplea ampliamente la
espectroscopia por resonancia magnética (ERM)?>.

Metabolomica basada en espectroscopia por resonancia
magnética

La ERM es menos sensible que la EM, pero es notablemente
cuantitativa y aporta ventajas en la cuantificacion de los
metabolitos en tejidos intactos y en extractos de tejidos?®. Esta
técnica se basa en que ciertos niicleos con un niimero de nucleones
(protones o neutrones) impar poseen una propiedad denominada
espin nuclear. Las resonancias de los ntcleos excitados mediante
radiofrecuencias especificas pueden medirse para producir una
sefial bien definida. Los protones ('H) son con frecuencia los
nicleos de eleccion para el parametro de espin, ya que son
abundantes. Empleando acido perclérico, se puede extraer los
metabolitos hidrosolubles directamente de corazones sometidos a
congelacién brusca. La 'H-ERM proporciona una forma cuantita-
tiva de medir los metabolitos hidrosolubles presentes en estos
extractos de metabolitos?’. Se utiliza un patrén de referencia
interno para calibrar las desviaciones quimicas en los espectros
para las identificaciones de los metabolitos. Es importante sefialar
que el area del pico que corresponde a la sefial de cada metabolito
puede calcularse mediante la comparacion con el patréon de
referencia interno para obtener valores cuantitativos. Pueden
examinarse al mismo tiempo muchas clases de moléculas en las
muestras extraidas, sin partir de supuestos previos respecto a los
tipos de moléculas. Esto hace que la 1H-ERM sea un método
excelente para abordar los anlisis no dirigidos. La 'H-ERM
muestra su potencia a la sensibilidad requerida principalmente
en extractos acidos. La sensibilidad y la resolucioén se reducen en
los tejidos sdlidos. Se puede analizar los tejidos sdlidos empleando
una técnica denominada 'H-ERM con spinning de dngulo magico de
alta resolucion. El estado energético de una célula o un tejido
determinados se puede evaluar con ERM de fésforo (*'P-ERM). Esta
permite la deteccion de metabolitos energéticos cardiacos de vida
corta como fosfocreatina y adenosintrifosfato, asi como fosfato
inorganico y el pH intracelular. La 3'P-ERM también es adecuada
para determinaciones in vivo e in vitro®%2°,

Metabolomica basada en espectrometria de masas

La metabolémica basada en EM proporciona un método muy
sensible de recopilar la informacion de un perfil metabodlico,
especialmente en los liquidos corporales®°. Se han realizado analisis
metabolémicos basados en el plasma después de una isquemia
miocardica®!, pruebas de esfuerzo y pacientes prediabéticos>2. Los
metabolitos se separan antes de la identificacion mediante
espectrofotometria de masas, utilizando para ello cromatografia
de gases o CL. Al igual que en la protedmica, los avances recientes en

las tecnologias de EM han transformado nuestra capacidad de
establecer un perfil de metabolitos no solo en solucion, sino también
directamente a partir de cortes de tejido. Por ejemplo, Manicke
etal®3 aplicaron una EM con ionizacién por electrospray de desorcién
paravisualizar e identificar especies moleculares de lipidos en placas
de origen humano. En otro estudio se mostro el uso de técnicas de
imagen de moléculas pequefias mediante EM en tejido cardiaco
de ratén>“. Nosotros utilizamos los avances mas recientes de la EM
enlipidéomica de perdigonada para comparar el contenido lipidico de
lesiones de aterosclerosis humanas bien definidas. Comparando las
muestras de endarterectomia de pacientes sintomaticos y asinto-
maticos y areas estables e inestables de la misma lesién sintomatica,
delimitamos las firmas de lipidos caracteristicas para determinar la
vulnerabilidad de la placa'®.

APLICACIONES A LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR
Conocimiento del mecanismo de la enfermedad

A diferencia del genoma, el proteoma y el metaboloma son
dindmicos y estan mucho mas proximos al fenotipo de Ia
enfermedad (Fig.). Asi pues, podrian conducir a un mejor
conocimiento de los procesos que causan que la ECV se manifieste
y progrese. Actualmente, las técnicas de proteémica pueden
identificar hasta 5.000 proteinas en una muestra bioldgica/clinica
compleja, pero las plataformas de proteémica estan en continua
evolucién y amplian las fronteras de la instrumentacion anali-
tica®”. En la investigacion cardiovascular, el rango dinamico de la
expresion proteica a que dan lugar las proteinas de miofilamentos
abundantes (p. ej., tropomiosinas, miosinas, titina) dificulta la
deteccion de las proteinas poco abundantes en los miocardiocitos.
En consecuencia, los investigadores han desarrollado métodos
analiticos dirigidos a subproteomas especificos, como los de los
miofilamentos cardiacos®®, las mitocondrias cardiacas®?, las
membranas celulares®® o el ntcleo celular®®. Nosotros hemos
caracterizado recientemente el remodelado de la matriz extrace-
lular vascular en aneurismas de aorta abdominal humanos, asi
como la fibrosis inicial y tardia, en un modelo porcino de isquemia/
lesién de reperfusion®®4!. Con la determinacién de los niveles de
expresion de proteinas sin partir de supuestos establecidos a priori,
las tecnologias avanzadas pueden generar nuevas hipotesis y
desplazar el centro de interés actual de la determinacion
cuantitativa a las diferencias cualitativas en la fibrosis cardiaca
que pueden modificar la progresion de la enfermedad. Las técnicas
«Omicas» abordan las interacciones complejas que se dan dentro de
los sistemas biologicos desde un punto de vista holistico, en
particular las interacciones que afectan a la fisiopatologia de la
enfermedad. Anteriormente, los enfoques reduccionistas conven-
cionales trataban las cascadas de sefializacion intracelulares como
modelos lineales, considerando las moléculas involucradas confi-
nadas a una Gnica via de sefial. Sin embargo, las diferentes vias
interactGan entre si y estan organizadas en forma de redes que
incluyen tanto proteinas como moléculas pequefias*2. La bioin-
formatica ha pasado a ser un instrumento esencial para analizar y
visualizar de manera completa estas interacciones, y bases de
datos como la KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) o
Reactome establecen mapas de enzimas/metabolitos regulados
dentro de diferentes redes metabélicas*3. Asi pues, la combinacién
de proteémica y metabolémica proporciona una lectura comple-
mentaria que mejora la fiabilidad de la interpretacion de los
datos** y ofrece un conjunto de instrumentos no sesgados para
interrogar al metabolismo cardiovascular®>6,

La fibrilacién auricular (FA) conduce a varias formas diferentes
de remodelado auricular, denominadas eléctrico, contractil y
estructural. Empleando técnicas de protedmica y metabolomica
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Figura. Biologia de sistemas. Los procesos reguladores en el ADN afectan a la expresion de moléculas de procesos posteriores, como los ARN, las proteinas y los
metabolitos. Los efectos de los diferentes elementos reguladores son aditivos. La biologia de sistemas intenta analizar las interacciones entre las diferentes
entidades moleculares para ofrecer una visiéon holistica de los procesos bioldgicos y las alteraciones patologicas que se producen en la enfermedad.

para analizar la muestra de orejuela auricular derecha de pacientes
en ritmo sinusal y FA permanente, observamos una posible nueva
forma de remodelado auricular-remodelado metabélico®’. Varias
enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa, los lipidos y
la energia fueron alterados durante la FA. Los resultados
proteémicos se sustanciaron mediante andlisis metabol6mico, y
revelaron un aumento de los metabolitos lipidicos y los cuerpos
cetonicos (acetato, betahidroxibutirato). No se conoce la contri-
bucion del remodelado metabdlico a la FA que se hace persistente.
Sin embargo, las alteraciones metabdlicas parecen preceder a la
aparicion de la FA, lo cual sugiere que no son Ginicamente una
consecuencia de esta. En orejuelas auriculares humanas proce-
dentes de pacientes con o sin FA postoperatoria, se observo que
habia desregulacion de metabolitos cardiacos y alteracion de las
concentraciones de enzimas relacionadas con el metabolismo de la
energia antes del inicio de las arritmias postoperatorias®’. De
manera analoga, las alteraciones protedmicas y metabolomicas
observadas en un modelo animal de un sustrato de FA en evolucion
(marcapasos taquicardico ventricular en el perro) sefialan la
importancia clave de los cambios metabdlicos, el estrés oxidativo y
la lesidn estructural asociada a la insuficiencia cardiaca congestiva
y las alteraciones profibrilatorias en la auricula izquierda®®.

Identificacion de biomarcadores candidatos

En la segunda mitad del siglo xx hemos asistido a la
generalizacion de las intervenciones quir(irgicas minimamente
invasivas para las ECV, asi como a una aplicacién mas amplia de
diversas moléculas farmacologicas, como estatinas, bloqueadores

betay tratamientos antiagregantes plaquetarios y anticoagulantes,
que han llevado a una enorme mejora en los resultados clinicos y el
pronoéstico de los pacientes con ECV. Al mismo tiempo, la
generalizacion de las pruebas estandares no invasivas y rapidas
para deteccién precoz o valoracion de los factores de riesgo ha
mejorado ciertamente el diagnoéstico y los tratamientos preventi-
vos. Sin embargo, las ECV rara vez se atribuyen a un tnico factor. En
los Gltimos afios, se ha puesto de manifiesto la necesidad de nuevos
biomarcadores para las ECV, con objeto de estratificar mejor a los
pacientes y determinar su respuesta al tratamiento. Hoy se
considera a los biomarcadores entidades inicas. En una época
de tecnologias de alto rendimiento, han aparecido nuevos enfoques
para abordar miltiples biomarcadores en el diagndstico clinico y el
pronostico. Por ejemplo, los espectrometros de masas estan ya en
el uso clinico para el diagnoéstico perinatal y toxicologia. Mientras
que los inmunoanalisis y los métodos bioquimicos han dominado
el campo de los anadlisis clinicos, las técnicas de alto rendimiento
podrian pasar a utilizarse mas ampliamente para los biomarca-
dores de la ECV en los proximos afios.

CONCLUSIONES

El uso combinado de proteémica y metabolémica, junto con los
nuevos métodos para el andlisis de datos, permite obtener una
imagen mas holistica de los sistemas biologicos y sus alteraciones
en la enfermedad. En los sistemas biologicos, las moléculas (ARN,
proteinas o metabolitos) interaccionan para llevar a cabo los
procesos moleculares. No se debe abordar estas complejas
interacciones exclusivamente con un enfoque reduccionista. La
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ventaja de las técnicas «dmicas» es que se puede usarlas para
comparaciones de muestras clinicas no sujetas a ninguna hipotesis.
Esto ha sido posible principalmente gracias a tres factores clave:
a) las mejoras alcanzadas en la sensibilidad y la exactitud de los
espectrometros de masas; b) el desarrollo de mejores técnicas de
separacion, junto con nuevos métodos de marcado, y c) la
disponibilidad de bases de datos para analizar series de datos de
complejidad creciente. Los espectrometros de masas seran la
tecnologia clave en la proteémica y la metabolomica para hacer
avanzar nuestro conocimiento de las ECV y aportar nuevos
biomarcadores candidatos®°.
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