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Introduccién y objetivos. Durante anos, la estenosis
aortica (EA) degenerativa ha sido considerada como un
proceso pasivo secundario al depdsito de calcio en la val-
vula adrtica. Aunque no se conoce su etiologia, diversos
autores han sefalado que comparte los mismos factores
de riesgo que la enfermedad arterial coronaria. Ademas,
se han encontrado similitudes histolégicas en la valvula
adrtica estendtica y la placa de ateroma, lo que ha llevado
a la hipotesis de que la EA degenerativa es un proceso in-
flamatorio similar a la aterosclerosis. No obstante, existen
algunos datos discordantes con esta teoria, lo que hace
necesario profundizar en el conocimiento de esta pato-
logia. El principal objetivo de este trabajo es la puesta a
punto de un protocolo de extraccion proteinica eficaz para
vélvulas estendticas adrticas y valvulas aodrticas sanas,
compatible con la realizacion de estudios protedmicos.

Métodos. Para el desarrollo del objetivo planteado, se
han utilizado diferentes abordajes protedmicos: electro-
foresis bidimensional, espectrometria de masas y técni-
cas complementarias.

Resultados. Hemos puesto a punto una metodologia,
sencilla, reproducible y desarrollada en el laboratorio,
que permite el analisis protedmico de la valvula aértica
humana, asi como la identificacién de las proteinas que
las componen.

Conclusiones. Obtencién de un método de extraccion
de proteinas sencillo, reproducible y compatible con la
espectrometria de masas, que permite el andlisis a gran
escala del proteoma de valvulas con estenosis adrtica.

Este trabajo se ha podido realizar gracias a la financiacién de la Beca
Esteve de la Sociedad Espafiola de Cardiologia. Redes Técnicas

de Investigacion Cooperativa (RETICS), Instituto de Salud Carlos IlI,
RD06/0014/1015. Fondo de Investigacion Sanitaria PI070537 y P080970;
CAM (Biomarkers S2006/GEN-0247). FISCAM 2008/08.

Correspondencia: Dra. M.G. Barderas.

Laboratorio de Fisiopatologia Vascular.

Hospital Nacional de parapléjicos. SESCAM.

Edificio de Terapia, 2.2 planta. 45071 Toledo. Espaia.
Correo electronico: megonzalezb@sescam.jccm.es

Recibido el 12 de noviembre de 2008.
Aceptado para su publicacién el 7 de octubre de 2009.

46 Rev Esp Cardiol. 2010;63(1):46-53

Ademas, esta metodologia aumentara de forma significa-
tiva nuestro conocimiento del proteoma valvular.

Palabras clave: Protedmica. Estenosis adrtica. Biomar-
cadores.

Development of an Optimal Protocol for the
Proteomic Analysis of Stenotic and Healthy
Aortic Valves

Introduction and objectives. For many vyears,
degenerative aortic stenosis was thought to be a passive
process secondary to calcium deposition in aortic valves.
Although its etiology remains unknown, several authors
have pointed out that degenerative aortic stenosis is
associated with the same risk factors as coronary artery
disease. Furthermore, histological similarities have been
found between aortic valve stenosis and atherosclerotic
plaque, giving rise to the hypothesis that degenerative aortic
stenosis is an inflammatory process similar to atherosclerosis.
Nevertheless, some data do not fit with this hypothesis and,
consequently, greater understanding of the condition is
needed. The main aim of this study was to develop a practical
protocol for extracting protein for use in proteomic analysis
from both stenotic and healthy aortic valves.

Methods. The study was carried out using a number
of different proteomic methods: two-dimensional
electrophoresis, mass spectrometry and additional
techniques.

Results. We developed a simple and reproducible
methodology in the laboratory for carrying out the
proteomic analysis of human aortic valves and for
identifying their component proteins.

Conclusions. We developed a simple and reproducible
method for extracting protein that can be used with mass
spectrometry and that makes it possible to carry out
large-scale proteomic analysis of stenotic aortic valves.
Furthermore, the methodology will significantly increase
our understanding of the valve proteome.
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ABREVIATURAS

apo: apolipoproteina.

EA: estenosis aortica.

IEF: isoelectroenfoque.

MALDI: desorcion/ionizacion mediante laser
inducida por matriz.

MS: espectrometria de masas.

TBP: tributilfosfina.

TOF: tiempo de vuelo.

INTRODUCCION

La estenosis adrtica (EA) degenerativa es una
enfermedad de elevada prevalencia en los paises de-
sarrollados y es la causa del mayor numero de re-
emplazos valvulares aorticos; solamente en Estados
Unidos se realizan cada afio en mas de 70.000 pa-
cientes'. Un 2-3% de los adultos mayores de 65
anos padecen esta enfermedad, mientras que hay
engrosamiento irregular de la valvula aortica sin
obstruccion del flujo de salida (esclerosis adrtica)
en alrededor del 25% de las personas mayores®. Por
lo tanto, se espera un gran aumento de ésta, por las
mejoras en sanidad que conllevan el progresivo en-
vejecimiento de la poblacion.

Durante afios, la EA degenerativa ha sido consi-
derada consecuencia inevitable del envejecimiento y
se pensaba en ella como un proceso pasivo secun-
dario al depdsito de calcio en la valvula adrtica. En
la actualidad, aunque no se conoce con certeza su
etiologia, diversos autores han sefialado que com-
parte los mismos factores de riesgo que la ateroscle-
rosis; asi, es mas frecuente en pacientes con hiper-
colesterolemia, hipertension arterial, tabaquismo y
diabetes mellitus®.

Ademas, recientemente se han encontrado simili-
tudes histologicas entre la valvula aortica estenotica
y la placa de ateroma, lo que ha llevado a la hipo-
tesis de que la EA degenerativa es un proceso infla-
matorio similar al aterosclerotico. En diferentes tra-
bajos, se ha demostrado que en la valvula aodrtica se
produce aterosclerosis, y después deposito de calcio y
expresion de marcadores especificos de matriz dsea,
como la osteopondina*®. De igual forma, se ha do-
cumentado que la disfuncion endotelial, con acumu-
lacion de lipidos y proteinas —apolipoproteina (apo)
B, apo(a) y apo-E—'*!!, es importante en el inicio de
la estenosis adrtica, asi como el estrés oxidativo con
modificacion de las enzimas del 6xido nitrico tam-
bién tiene participacion relevante!>'3. Sin embargo,
algunos datos indican que su mecanismo patogé-
nico no es exactamente igual que el de la ateroscle-
rosis; asi, en adultos con estenosis aortica severa so-
lamente el 50% tiene enfermedad arterial coronaria
significativa. A su vez, la mayoria de los pacientes
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con enfermedad arterial coronaria no sufren EAZ.
Ademas, algunos estudios dirigidos a evaluar el
efecto de las estatinas en la EA degenerativa han ob-
jetivado disminucion de la enfermedad coronaria sin
cambio en la progresion de la EA degenerativa'®!5,

Por ello, parece esencial profundizar en el conoci-
miento de la patogenia de la EA degenerativa como
paso previo a establecer medidas de prevencion de
dicha enfermedad.

Uno de los problemas con que se han encontrado
las investigaciones realizadas hasta la fecha en el es-
tudio de la EA y otras afecciones radica en que se
estudian las alteraciones de una proteina o un redu-
cido numero de éstas cada vez, lo cual genera una
informacién sesgada e incompleta del verdadero
estado fisiologico de una muestra bioldgica. En la
actualidad el estudio de proteinas individuales, aun
siendo esencial, ha sido desplazado por las estrate-
gias protedomicas que permiten el analisis de todas
las proteinas de una muestra'e,

La protedmica clinica es una disciplina que aplica
las herramientas protedmicas al diagnostico, el pro-
nostico, el tratamiento y el seguimiento de las en-
fermedades humanas. La naturaleza de los datos
que se generan mediante esta tecnologia no es de
tipo individual, referidos a una unica molécula, sino
de tipo generalizado, en el que se describen cientos
o miles de datos simultaneamente. Ello se debe a
que las nuevas tecnologias —desorcion/ionizacion
mediante laser inducida por matriz (Maldi)-time
of flight/time of flight (TOF/TOF), cromatografia
liquida-espectrometria de masas (MS), DIGE, MS-
IMAGING, etc.— caracterizan miles de especies
moleculares (proteinas, lipidos, metabolitos, far-
macos) en cada analisis y generan perfiles conjuntos
que reflejan la situacion general de una muestral’.

Debido a que las proteinas que componen las
valvulas aorticas son esenciales para el correcto
funcionamiento de éstas, su identificacion y su ca-
racterizacion mediante herramientas protedmicas
son vitales para conocer mas sobre la fisiologia de
la valvula adrtica y sus posibles afecciones.

El objetivo de este trabajo es obtener un proto-
colo estandar, facilmente reproducible, que nos
permita estudiar e identificar las distintas proteinas
que componen el proteoma de la valvula aortica y
el proteoma de la valvula estendtica. De esta forma
pretendemos aportar nuevos datos que nos per-
mitan profundizar en el conocimiento tanto de la
fisiologia como de la etiologia de esta enfermedad.

METODOS

Seleccion de pacientes

Tras solicitar el correspondiente consentimiento
informado, se incluyé en este estudio a los pacientes
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TABLA 1. Caracteristicas clinicas de los individuos cuyas valvulas aérticas se usaron como controles

Paciente Edad/sexo Causa de la muerte Valvulas
1 64/N Bronconeumonia aguda bilateral Normales
2 51/M Shock séptico Normales
3 47N Sepsis Normales
4 47/M Neumonia bacteriana Normales
5 47/M Carcinomatosis Normales
6 34N Pancreatitis aguda Normales
7 64/M Sepsis bacteriana Normales
8 78/M Bronconeumonia aspirativa Normales
9 76V Shock séptico y bronconeumonia Normales

10 66/V Bronconeumonia bilateral Normales

M: muijer; V: varén.

TABLA 2. Caracteristicas clinicas de los individuos
con estenosis aédrtica

Edad 75 + 3,93
Sexo (varones/mujeres), % 55/45
Hipertension arterial, % 76,16
Diabetes mellitus, % 33
Dislipemia, % 52,51

ingresados en la Unidad de Cirugia del Hospital
Virgen de la Salud (Toledo) que se sometieron a
cirugia de reemplazo valvular aortico. Ademas,
como controles se utilizaron valvulas aparente-
mente sanas procedentes de necropsias realizadas
en el Departamento de Anatomia Patologica del
Hospital Virgen de la Salud (Toledo) (tabla 1). Se
registraron las caracteristicas basales (edad, sexo,
tabaquismo, diabetes mellitus, hipertension, hiper-
lipemia, obesidad) (tabla 2). Formaron parte de la
puesta a punto de la metodologia 10 pacientes y se
validé en 10 sujetos de control.

Procesado de las valvulas aérticas. Lisado
y extraccion de proteinas

Las valvulas estendticas procedentes de reem-
plazo valvular adrtico fueron procesadas de la
siguiente manera. Hasta su llegada al Hospital
Nacional de Parapléjicos de Toledo, en un tiempo
< 2 h desde la extraccion, las valvulas aorticas
fueron mantenidas a 4 °C en medio RPMI. Una vez
en el laboratorio, todas las manipulaciones fueron
realizadas a 4 °C.

En primer lugar se realizaron dos lavados con
tampon fosfato salino para eliminar los contami-
nantes de sangre. Para obtener el contenido pro-
teinico de la valvula, el fragmento de la valvula
seleccionado se congeld en nitrogeno liquido y se
homogeneizoé con mortero. Del tejido asi obtenido,
se resuspendieron 0,1-0,3 g en 400 pl de tampdn de
extraccion de proteinas (tampon fosfato salino,
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2,5 mmol de ditiotreitol, 0,01% de triton, 0,01% de
inhibidores de proteasas de amplio espectro)'s. Tras
la centrifugacion del homogeneizado resultante, el
sobrenadante que corresponde al extracto proteinico
soluble se recogid!®? (350 ul) y se cuantificd segin el
método de Bradford-Lowry (Biorad protein assay)?!,
con lo que se obtuvo una concentracion de 0,4-1 pg/
ul de proteina total en cada extracto.

Las proteinas se desnaturalizaron en tampoén
de disociacién (2-amino-2-hidroximetil-1,3 pro-
panodiol 0,5 mol a pH 8,0, SDS 10%, glicerol,
B-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,02%), se
calentaron 5 min a 100 °C y posteriormente se car-
garon en el gel.

Electroforesis bidimensional

Todos los reactivos y aparatos utilizados para el
desarrollo de estas técnicas se describieron en detalle
en publicaciones anteriores'®?, Se desalaron 250 pg
del extracto proteinico obtenido mediante filtracion
de la muestra con las columnas comerciales Spin-X
(Costar). Luego hubo un segundo paso de limpieza
y precipitacion de la muestra mediante el kit comer-
cial 2D-Clean-up (GE Healthcare) siguiendo las re-
comendaciones de la casa comercial.

Tras la desalacion, las muestras se resuspendieron
en tampon de rehidratacion'®? y se afiadio el agente
reductor tributilfosfina (TBP) (Bio-Rad) y anfolitos
(Bio-Rad), para llevar a cabo la primera dimension
utilizando tiras de poliacrilamida con gradientes in-
movilizados a pH 4-7 y 3-10 (Bio-Rad). El isoelec-
troenfoque (IEF) se desarrolld horizontalmente y
a una temperatura constante de 20 °C siguiendo el
programa descrito previamente por Lazaro et al®,
con ligeras modificaciones.

Durante el desarrollo del programa de IEF, se
colocaron dos pequefios trozos de papel entre los
electrodos (Electrode Wicks, Bio-Rad) y las tiras de
poliacrilamida con el fin de eliminar sales, exceso de
agua y proteinas con valores de punto isoeléctrico
fuera del rango de pH de la tira.



Una vez finalizado el 1EF, las tiras fueron equi-
libradas con tampon de equilibrado'®® y se llevod
a cabo la segunda dimension. A continuacion los
geles se tiferon con plata (Silver staining protein
with Ampholine PAGplate de Pharmacia Biotech,
GE Healthcare) o con azul Coomassie (pageBlue,
Protein Staining, Fermentas), siguiendo en ambos
casos las indicaciones descritas por las casas comer-
ciales. Los geles tenidos fueron escaneados usando
el escaner/densitometro GS-800 (Bio-Rad) y poste-
riormente analizados con el programa de analisis de
imagen PDQUEST 8.0 (Bio-Rad).

MALDI-TOF/TOF y busqueda en las bases
de datos

Las manchas proteinicas fueron recortadas de
los geles manualmente, digeridas automaticamente
usando el Ettan Digester (GE Healthcare) ¢ iden-
tificadas en la Unidad de Protedmica del Hospital
Nacional de Parapléjicos (Toledo).

El protocolo de digestion utilizado fue el des-
crito por Schevchenko et al®, con ligeras modifica-
ciones: los fragmentos del gel fueron reducidos uti-
lizando 10 mmol de ditiotreitol (Ditiotreitol, Sigma
Aldrich) en bicarbonato amoénico —50 mmol (el
99% de pureza; Scharlau)— y alquilados con yo-
doacetamida 55 mmol (Sigma Aldrich) en bicar-
bonato amoénico (50 mmol). Los fragmentos de
gel se lavaron entonces con bicarbonato amonico
50 mmol, metanol al 50% (gradient HPLC grade,
Scharlau) y acetonitrilo (gradient HPLC grade,
Scharlau), tras lo cual fueron secados en speedvac
(Thermo Fisher). Se anadié tripsina modificada
de cerdo (Sequencing grade; Promega, Madison,
Wisconsin, Estados Unidos) a una concentracion
final de 20 ng/ul en bicarbonato aménico 20 mmol
a los fragmentos de gel y la digestion tuvo lugar
durante la noche a 37 °C. Finalmente se utilizo
acetonitrilo al 60% en agua y el 0,1% de acido for-
mico (el 99,5% de pureza; Sigma Aldrich) para la
extraccion peptidica.

Una vez finalizada la digestion, se mezclé una
alicuota de cada digestion con una alicuota de ma-
triz de acido o-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma
Aldrich) en acetonitrilo al 50% y el 0,1% de acido
trifluoroacético. La mezcla se depositdé en capa
fina en una placa del espectrometro 384 Opti-TOF
123 x 81 mm MALDI (applied Biosystem) y se seco
a temperatura ambiente. Los datos de MALDI-MS/
MS se obtuvieron automaticamente utilizando un
espectrometro de masas 4800 Plus MALDI-TOF/
TOF Analizer (Applied Biosystems).

Se captaron los espectros en modo i6n positivo
con un laser Nd:YAG de 355 nm de longitud de
onda, a una frecuencia de 200 Hz, y se obtuvieron
de 100 a 2.000 espectros individuales. Para el
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analisis de fragmentos de iones en modo de tiempo
de vuelo en taindem (TOF/TOF), se aceleraron los
precursores a 8 kV y se los seleccion6 en la puerta
de entrada de iones. Ademas, los fragmentos ge-
nerados por colision de los precursores con aire
en la camara de colision se aceleraron a 15 kV en
la fuente 2 y se analizaron sus masas después de
pasar por el reflector de iones. El analisis automa-
tico de los datos de masas se realizo usando el pro-
grama informatico 4000 Series Explorer version
3.5.3 (Applied Biosystem). Para la calibracion in-
terna de los espectros de masas del MALDI-TOF
se usaron dos iones de la autolisis de tripsina (m/z
= 842.510 y m/z = 2211.105 respectivamente).
Para las calibraciones del MALDI-MS/MS, se
utilizaron espectros de iones fragmento obtenidos
del Glub-fibrinopeptide (4800MALDI/TOF-TOF,
Applied Biosystem). Los datos de MALDI-MS y
MS/MS fueron combinados mediante el programa
GPS Explorer version 3.6, que permite la realiza-
cion de busquedas no redundantes en la base de
datos de proteinas NCBInr (version 20080225)
usando el programa Mascot version 2.1 (Matrix
science)?, con una tolerancia de masas de 50 ppm
y permitiendo la pérdida de un lugar de corte. Los
espectros MALDI-MS/MS y las busquedas fueron
revisadas en detalle manualmente usando este
programa.

RESULTADOS

Procesamiento de valvulas adrticas:
homogeneizacion y extraccion de proteinas

Con el objetivo de maximizar el nimero de pro-
teinas extraidas, las valvulas fueron sometidas a
un protocolo de extraccion «fuerte» que habia sido
puesto a punto previamente por Barderas et al'®
para otro tipo de muestras diferentes, y que conside-
ramos que podia ser compatible con nuestras mues-
tras de valvulas aorticas estenoticas. La figura 1A
muestra esquematicamente el procedimiento.

Es importante senalar que las muestras de val-
vulas estendticas aodrticas obtenidas siguiendo
este protocolo presentaban un alto contenido en
sales de calcio y otros contaminantes, lo cual di-
ficulto el correcto isoelectroenfoque de dichas
muestras (datos no mostrados), por lo que fue
necesario un nuevo paso de filtraciéon para in-
tentar eliminarlos. Ademads, incorporamos inhi-
bidores de proteasas al tampén de extraccion de
proteinas para evitar la degradacion de las pro-
teinas por causas externas a procesos fisiopatolo-
gicos durante el procesado.

Tras optimizar el protocolo de extraccion protei-
nica de valvulas estendticas adrticas, se obtuvieron
extractos proteinicos de aproximadamente 350 ul,
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1. Lavados PBS
v

2. Homogeneizacion
0,1-0,3 g de tejido en No
liquido + tampdn de extraccion

U

3. Centrifugacion
a15.000 rpm,
4°C, 10 min

— ﬁ Sobrenadante

-

Pacientes con
estenosis aortica

Individuos de control

Fig. 1. Obtencion y analisis del contenido proteinico valvular. A: represen-
tacion esquematica del protocolo para la obtencion del extracto proteinico
a partir de valvulas adrticas con y sin estenosis. B: imagenes representa-
tivas de geles unidimensionales (SDS-PAGE 12% acrilamida/bisacrilamida)
de proteinas obtenidas a partir de valvulas con estenosis adrtica (pacien-
tes) y valvulas sanas (individuos de control).

con una concentracion de proteina de 0,4-1 ug/ul
por cada 0,1-0,3 g de tejido.

Después se realizd el mismo protocolo con las
valvulas procedentes de necropsias (muestras
sanas), y no se encontraron diferencias entre los re-
sultados obtenidos con uno y otro tipo de muestras.

Electroforesis bidimensional e identificacion
de proteinas

Tras la extraccion proteinica y la eliminacion de
sales de las muestras, se produjeron los geles bidi-
mensionales (2-DE) de los extractos utilizando di-
ferentes gamas de pH (fig. 2), con el fin de hallar
las condiciones adecuadas para obtener el mayor
numero de manchas proteinicas con la mejor reso-
lucién posible.

Como se puede observar en la figura 2A, apa-
recen aproximadamente 400 manchas proteinicas
bien definidas y distribuidas por el gel realizado
con un espectro de pH 4-7 y unas 300 manchas con
pH 3-10 (fig. 2B). En ambos casos, para la cuanti-
ficacion del nimero de manchas proteinicas se uti-
lizé el programa de analisis de imagenes PD-Quest
(Bio-Rad). En todos los casos analizados encon-
tramos una mejor resolucioén de los geles 2-DE en
la gama de pH 4-7, con la que se detectdé un mayor
numero de manchas.

Una vez comprobada la compatibilidad de la
metodologia con la 2-DE, se procedié a la identi-
ficacion de diferentes manchas proteinicas con el
fin de corroborar que los protocolos empleados
en la extraccion proteinica eran compatibles con
la espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF)
(fig. 3); se obtuvo una eficacia del 100% a la hora
de identificar las manchas proteinicas seleccio-
nadas. Las identificaciones se llevaron a cabo
tanto en valvulas adrticas sanas como en valvulas
adrticas estenoticas. En este trabajo utilizamos el
espectrometro de masas 4800 MALDI-TOF/TOF
(Applied Biosystem), que se caracteriza por sus li-
mitaciones de deteccion e identificacion minimas
por su alta sensibilidad (umbral minimo de detec-
cion, 25 fmol). Ademas, presenta la gran fiabilidad

Fig. 2. Imagenes representativas de geles
bidimensionales realizados con el extracto
de proteina obtenido de valvulas adrticas
estendticas. Primera dimension llevada a
cabo con diferentes gradientes de pH (4-7
y 3-10). Segunda dimension realizada en
geles de acrilamida/bisacrilamida al 12%.
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Fig. 3. Gel bidimensional representativo pH 4-7 de extracto de proteina obtenida a partir de valvulas adrticas sanas, sobre el cual se sefialan algunas de las

manchas proteinicas identificadas por espectrometria de masas.

y la sensibilidad de los TOF y son casi totalmente
automaticos, por lo que se puede identificar cientos
de proteinas en un dia. Producen roturas de alta
energia en los péptidos, y se generan los fragmentos
antes citados y otros procedentes de las cadenas la-
terales de los aminoacidos, lo que permite incluso
diferenciar residuos de masa idéntica como Leu/Ile.
De esta forma la secuenciacion de los péptidos se
facilita notablemente.

Grupos funcionales identificados

Las huellas peptidicas obtenidas se utilizaron
para identificar las proteinas correspondientes em-
pleando el motor de busqueda MASCOT (www.
matrixscience.com). En este trabajo hemos identifi-
cado manchas proteinicas de interés utilizando las
tiras de pH 4-7 y pH 3-10. En Ia tabla 3 se mues-
tran las proteinas identificadas hasta el momento,
las cuales se han clasificado en diferentes grupos
funcionales: metabolismo (apo-Al, SP40/40, etc.),
transporte (albumina, haptoglobina, transtirretina),
energéticas (ATPasa), estrés (Hsp27), citoesqueleto
(actina), inflamacion y respuesta inmunitaria (vitro-
nectina, antitripsina).

DISCUSION

En este trabajo se describe una metodologia sen-
cilla y reproducible desarrollada en el laboratorio y

que permite el analisis protedmico mediante 2-DE
de la valvula adrtica humana, tanto patologica
como sana, asi como la identificacion por espectro-
metria de masas de las proteinas que las componen.
Es importante sefialar que los grupos analizados
presentan diferentes edades (75 £ 4y 57 = 14), y
el grupo de cuadros sistémicos graves que podrian
alterar la naturaleza de las valvulas estudiadas.
Asimismo hay que indicar que las muestras de con-
trol provienen de necropsias (los pacientes falle-
cieron por causas que no tienen ninguna relacion
con procesos de estenosis valvular aortica).

La preparacion de la muestra, como ya se ha
indicado, es un paso clave para la obtencion de
buenos resultados. Por ello realizamos un paso de
limpieza consistente en una filtracién y una precipi-
tacion para reducir las grandes cantidades de sales
de las muestras, procedentes de los depdsitos de
calcio que presentan las valvulas estenosadas. Estos
depositos de calcio impedian la obtencion de geles
2-DE optimos. Durante todo el proceso de limpieza
de la muestra puede haber una pequena pérdida de
proteinas asociada a estos procesos, pero que se
compensa por conseguirse una correcta resolucion
de los geles 2-DE.

Por otro lado, aunque la 2-DE es una técnica
laboriosa, el desarrollo de las tiras comerciales de
isoelectroenfoque, asi como las nuevas cubetas
de electroforesis (permiten hacer y correr hasta 12
geles en paralelo), ha permitido que esta técnica
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TABLA 3. Proteinas identificadas por espectrometria de masas (MALDI TOF/TOF). Funcién de la proteina,
eficacia de identificacion y coeficiente de identificacién (Cl)

Nombre de la proteina Namero de acceso Funcion Score Cl (%)
Cadena ligera miosina MYL6_HUMAN Estructural (citoesqueleto) 240 100
2-peroxirredoxina PRDX2_HUMAN Regulacion redox 157 100
Glutation S transferasa GSTP1_HUMAN Metabolismo celular 280 100
Transtirretina TTHY_HUMAN Transporte 177 100
Superéxido dismutasa SODC_HUMAN Regulacion redox 215 100
Apolipoproteina A1 APO A1_HUMAN Transporte/metabolismo de lipidos 270 100
14-3-3 proteina épsilon 1433E_CHICK Sefializacion celular 150 100
Componente P serum amiloide SAMP_HUMAN Respuesta a estrés 70 99
Actina ACTC_HUMAN Estructural (citoesqueleto) 9 99,57
Actina A1 ACTC1_HALRO Estructural (citoesqueleto) 87 99,926
Anexina A5 ANXA5_HUMAN Coagulacion sanguinea 123 100
Cadena B tropomiosina TPM2_HUMAN Estructural (contraccion muscular) 118 100
Cadena alfa 1 tropomiosina TPM1_HUMAN Estructural (contraccion muscular) 92 99,97
Vimentina VIME_HUMAN Estructural (citoesqueleto) 123 100
Keratina tipo 1 K1C10_HUMAN Estructural (citoesqueleto) 65 86,194
Haptoglobina HPT_PONAB Transporte y dafio oxidativo 79 90,928
Subunidad beta de la ATP sintasa ATPB_HUMAN Metabolismo energético 88 98,958
Alfa 1 antiquimotripsina AACT_HUMAN Inflamacion 131 100
Alfa 1 antitripsina A1AT_HUMAN Inhibidor serinproteasas 104 99,99
Lumican LUM_HUMAN Estructural (matriz celular) 103 99,997
Calreticulina CALR_HUMAN Regulacion proteinica (chaperona) 103 99,97
RHO GDP B6BKU1_9PROT Regulacion proteinica 76 82,31
Albumina ALBU_HUMAN Transporte 177 100
Betaglobina HBB_HUMAN Transporte de oxigeno 163 100
Hemoglobina 1 GLB1_LUCPE Transporte de oxigeno 116 99,99
Isoforma CR_c transgelina TAGL2_HUMAN Estructural (citoesqueleto) 112 100
Hsp27 SAFB1_HUMAN Chaperona, respuesta a estrés 70 38,663
Albimina CRA_I AFAM_HUMAN Transporte 91 99,56
Hemoglobina A HBA_HUMAN Transporte de oxigeno 175 100

SP 40/40 CLUS_HUMAN Apoptosis 104 100

sea muy reproducible. Sin embargo presenta al-
gunas limitaciones, ya que estos geles (2-DE) no
permiten resolver proteinas de menos de 10 kDa ni
las de mas de 150 kDa, asi como las proteinas mas
basicas o mas acidas tampoco se suelen enfocar
adecuadamente. Esto es un inconveniente para la
2-DE porque muchas proteinas reguladoras estan
a muy baja concentracion y no son detectables. La
utilizacion de geles expandidos, el fraccionamiento
previo y la obtencion de subproteomas o de com-
plejos proteinicos para enriquecer el contenido pro-
teinico evitan parcialmente estos inconvenientes e
incrementan la sensibilidad en los umbrales de de-
teccion. En nuestro caso, para solventar en parte
estas limitaciones se fracciond la muestra, ya que
una eficiente extraccion de proteinas puede conver-
tirse en un paso critico dentro de la investigacion
del proteoma valvular o de cualquier otro érgano o
tejido®?, y se desarrollaron distintos mapas 2-DE
con diferentes intervalos de pH (tiras de IEF pH
4-7y pH 3-10). La utilizacion de estos pasos supuso
una mejora considerable en la resolucion de los
geles 2-DE.
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La limitacion real a la hora de identificar una
mancha proteinica en concreto, en general, esta de-
terminada por la amplitud dindmica que presente la
muestra a analizar y la cantidad y la calidad (poca
concentracion de sales, acidos nucleicos, lipidos,
etc.) del extracto proteinico obtenido, lo cual de-
pende directamente de la eficacia del método de
extraccion. De hecho, la preparacién de la muestra
es esencial y muchos trabajos recientes de proteod-
mica se han centrado en la optimizacién de los pro-
tocolos de extraccion y limpieza de las muestras en
funcion del tejido u organo en estudio. En el caso
de la valvula estendtica aortica, nuestro protocolo
de extraccion de proteinas nos ha permitido realizar
la primera o una de las primeras aproximaciones
protedmicas en esta patologia.

Por otro lado, en cuanto a la metodologia aqui
presentada, hemos comprobado (datos prelimi-
nares) su compatibilidad con otras técnicas pro-
tedmicas como el 2-D DIGE y cromatografia liqui-
da-MS (datos no mostrados).

Pese a los buenos resultados obtenidos hasta
el momento, es necesario continuar este estudio e



identificar el mayor numero de proteinas presentes
en el proteoma valvular. Esperamos que, en el fu-
turo, la finalizacién de estos estudios y otros comple-
mentarios, como la cromatografia liquida-MS/MS,
nos permita obtener el proteoma valvular completo,
asi como la realizacion de analisis de expresion di-
ferencial entre valvulas aodrticas sanas y estenoéticas.
La expresion de alguna proteina especifica en las val-
vulas estenoticas que también estuviera expresada en
las placas de ateroma permitiria establecer un parale-
lismo molecular (proteinico) entre ambas patologias.

CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método de extraccion de
proteinas para el analisis a gran escala del pro-
teoma de la valvula estendtica aortica y, por ende,
la valvula aortica sana, intentando minimizar las
pérdidas de informacién por degradacion de las
proteinas durante el proceso.

La utilizacion de este método de extraccioén pro-
teinica, junto con el analisis integral del proteoma
mediante 2-DE, aumentara de forma significativa
la cantidad de proteinas valvulares identificadas y
permitiréd su posterior estudio patofisioldgico.
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