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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares aquejan a millones de personas en el mundo, siendo
una de las mds comunes el infarto al miocardio. Actualmente no existen tratamientos
que permitan regenerar el tejido dafiado, por lo que la terapia celular con células
troncales destaca como una alternativa terapéutica para el tratamiento de esta patologia
pues existen evidencias de que estas células pueden circular por el torrente sangufneo
(movilizacion) y hacer homing en 6rganos lesionados.

El objetivo de esta tesis fue caracterizar, mediante un estudio protedmico, las proteinas
existentes en el corazon y plasina de ratas infartadas al quinto dia post-infarto, tiempo en
¢l que ha sido detectada la presencia de células troncales mesenquimaticas en el torrente
sanguineo. Las proteinas que identificamos estdn relacionadas con la respuesta
inflamatoria del organismo al estrés generado producto de un infarto al miocardio. Mdas
aun, postulamos que alguna(s) de las proteinas de fase aguda detectadas en el torrente
sanguineo de ratas infartadas podrian estar involucradas en el proceso de movilizacion.
La identificacién de estas profeinas es la primera aproximacién que permitird a nuestro
grupo de investigacion conocer los factores proteicos involucrados en este proceso, lo
que podria permitir en el futuro potenciar este proceso ya sea a través de la optimizacién

de la liberacién de estos factores o por administracién de ellos a los pacientes infartados.




ABSTRACT

Cardiovascular diseases affect thousands of persons in the world, with the myocardial
infarction being one of the most common. Nowadays, there are no treatments that allow
damaged tissue regeneration and, therefore, the cell therapies with stem cells seems to be
an interesting alternative for the treatment of this pathology since there are evidences
that stem cells can circulate through the blood stream (mobilization) and perform
homing in the injured tissues.

The objective of this thesis was characterize, through a proteomic approach, the proteins
that are present in the plasma and heart from infarcted rats five days post-infarction,
which is the period of time where the mesenchymal stem cells have been detected in the
blood stream.

The proteins that were identified in this work could be related with the inflammatory
response from the injured organism to the stress generated by the myocardial infarction.
Moreover, we postulate that some of the acute phase proteins detected could be involved
in the mobilization process.

The identification of these proteins is a first step that will grant our research group with
the possibility to have knowledge of the protein factors involved in this process, which
would permit in the near future to boost this response through the optimization of the

release of these factors or through their administration to infarcted individuals.




INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares aquejan a millones de personas en el mundo, siendo
una de las més comunes el infarto al miocardio (IM) (Behfar A. y Terzic A., 2007; De
Celle T. y col., 2005). Segun cifras de la Organizacion Mundial de la Salud, cada afio
mueren en el mundo 7,2 millones de personas y otras 20 millones se ven afectadas por
esta enfermedad pero sobreviven. En Chile, el IM es la causa directa de muerte de
aproximadamente ¢l 8% de la poblacién (Cesani P., 2005). Un tercio de los pacientes
que presentan un IM fallecen antes de acceder a atencion médica, principalmente por
arritmias ventriculares que se presentan como latidos irregulares del corazén.
Adicionalmente, durante el periodo de la hospitalizacién, mueren entre un 10% a un
15% de los pacientes por disfuncién ventricular. Por otra parte, las expectativas de vida
de los pacientes que sobreviven a un IM estan disminuidas en relacién a la poblacién
general. Asf, entre el 4% al 10% de las personas que han sufrido un IM fallece en el
primer afio de vida posterior a su hospitalizacién, principalmente por reinfartos,
insuficiencia cardiaca y arritmias, lo que refleja la gravedad e impacto que esta patologia
representa (Behfar A. y Terzic A., 2007; Oren H. y col., 2007; Cesani P., 2005).

El corazén es un 6rgano complejo formado por varios tipos de células, cada una con
funciones altamente especializadas. Los cardiomiocitos son el tipo celular mds
abundante del tejido cardiaco, poseen caracteristicas contrictiles, electrofisioldgicas y
estructurales Unicas, las cuales permiten al corazén cumplir su funcién (Kehat I. y col.,,
2004). El corazén se encuentra altamente vascularizado, siendo irrigado por las dos

primeras ramas de la aorta: la coronaria izquierda, originada en el seno de Valsalva




izquierdo, y la coronaria derecha, originada a partir del seno derecho. La coronaria
derecha se distribuye por el surco auriculo-ventricular derecho, alcanzando la cruz del
corazon. En este punto desciende por el surco interventricular posterior, originando la
arteria descendente posterior. La coronaria izquierda muestra, en tanto, un tronco comin
inicial corto que se bifurca, originando la circunfleja y la arteria descendente anterior o

interventricular anterior (Figura 1).

Figura 1: Esquema de las arterias coronarias (Federacién Argentina de Cardiologia). 1: porcién
inicial de la aorta; 2: arteria coronaria izquierda; 3: arteria descendente anterior; 4: arteria circunfleja; 5:
arteria coronaria derecha; las venas coronarias estan representadas en color celeste.

El IM se produce como resultado de la oclusion de alguna de las arterias que irrigan el
corazén, pero ocurre con mayor frecuencia en la arteria descendente anterior,
comprometiendo asi principalmente al ventriculo izquierdo (Delgado R. y col., 1998).
Aunque existen causas no aterosclerdticas de IM, la aterosclerosis coronaria es el
principal determinante etiologico de esta patologia (Cesani P., 2005). La aterosclerosis
coronaria se origina con la penetracion y acumulacion sub-endotelial de colesterol y la

posterior acumulacion sub-intimal de macrofagos en la pared arterial, lo que conlleva a



la formacion de una placa fibrosa. El endotelio que cubre las placas fibrosas se torna
mds permeable y puede romperse, provocdndose asi una trombosis brusca que tiene
como resultado la obstruccién parcial o total del flujo sanguineo (Pacheco D., 2004).
Debido a la oclusitén, la perfusion del tejido miocardico se ve disminuida, produciéndose
con ello una falla en el aporte de oxigeno y nutrientes, fenémeno conocido como
isquemia. La isquemia comienza a producir 4reas de necrosis en el subendocardio dentro
de la primera hora posterior a la falta de sangre en la region. Después de las primeras 3
horas de la oclusidn coronaria la necrosis comienza a extenderse hacia el tercio medio de
la pared en la regién isquémica. La necrosis transmural de toda el area isquémica se
logra ver al tercer dia posterior a la oclusién coronaria (Guadalajara J., 1996). La
isquemia no solo produce la muerte de cardiomiocitos por necrosis, sino también por
apoptosis y autofagia, los que dada la limitada capacidad regenerativa del corazén son
reemplazados por fibroblastos y matriz extracelular, formandose asi una escara que
impide la contraccion sincrénica del miisculo cardiaco (Kunapuli S. y col., 2006; Kehat
I. y col., 2004; Ren G. y col., 2003).

La isquemia trae consigo efectos metabdlicos (aumento del contenido de lactato y
disminucion del pH, de adenosin trifosfato (ATP) y de creatinfosfato), mecanicos
(disminucién de la contractilidad y de la distensibilidad en la zona isquémica) y
eléctricos (cambios en los potenciales de reposo y de accidn, lo que se traduce en
inestabilidad eléctrica y arritmias). El resultado final es la pérdida de la funcion cardiaca,
lo que repercute a nivel sistémico y afecta la calidad de vida del paciente, representando

un alto riesgo de mortalidad (Cesan P., 2005).




Actualmente, los tratamientos utilizados, terapias de reperfusién coronaria, apuntan a
desobstruir la arteria ocluida, en un intento de restablecer el flujo sanguineo para
disminuir asi el dafio (muerte celular) y salvar la vida del paciente (Behfar A. y Terzic
A., 2007). Estas terapias permiten salvar el miocardio viable y reducen el riesgo de
muerte del paciente. La reperfusiéon se puede realizar usando fibrinoliticos, por
angioplastia (dilatacién del vaso ocluido con un céteter especial} o cirugia. La terapia
mas utilizada hoy en dia es la angioplastia coronaria percutinea donde mediante el uso
de proétesis endoluminales, denominadas stents, se dilata la arteria ocluida (De Celle T. y
col., 2005). En los pacientes que logran sobrevivir se intenta prevenir el padecimiento de
nuevos infartos cambiando sus hdbitos de vida. Sin embargo, no existen hasta hoy
tratamientos que permitan regenerar el tejido dafiado. Es en este contexto donde la
terapia celular usando células troncales destaca como una alternativa terapéutica para el

tratamiento del IM.

Células troncales mesenquimadticas y su uso en terapia celular cardiaca

Una cadena ordenada de procesos que involucran la proliferacion, migraciéon y
diferenciacién celular conducen a la produccion y mantencién de la mayoria de los
tejidos en los organismos adultos. La célula que inicia esta cadena ha sido 1lamada célula
troncal (Minguell J. y col., 2001). Estas células se caracterizan por su capacidad de
auto-renovarse y su potencial para dar origen a diversos linajes celulares, para lo cual
requieren de condiciones microambientales adecuadas (Caplan I. y Dennis J., 2006). En
funcion del estado de desarrollo del individuo del cual se originan, existen dos tipos de

células troncales, las embrionarias y las adultas (ASC). Dentro de este 1ltimo grupo




encontramos a las hematopoyéticas (HSC) y las mesenquimaticas (MSC), ambas
localizadas en la medula 6sea de los huesos trabeculares de individuos adultos. Debido a
que las HSC y MSC se aislan facilmente, son multipotentes y presentan gran plasticidad,
es decir, poseen la capacidad de dar origen a tipos celulares de tejidos distintos al del
cual provienen, ambos tipos de células troncales se sugieren como herramientas
terapéuticas atractivas para una gran variedad de patologias (Raff M., 2003). En el caso
particular del IM, tanto las HSC como las MSC han sido utilizadas en cardiomioplastia,
estrategia que consiste en el trasplante intracardiaco o intracoronario de células ya sea
indiferenciadas o diferenciadas, con el fin de mejorar la funcién cardiaca (Berry M. y
col., 2006; Minguell J. y Erices A., 2006; Orlic D. y col., 2001; Berardy AC. y col,,
1995).

Respecto de las HSC, existe coniroversia acerca de su capacidad de regenerar el
miocardio pues se ha mostrado que estas no poseen la capacidad de transdiferenciar
hacia cardiomiocitos (Murry C. y col., 2004; Orlic D. y col., 2001). En el caso de las
MSC, los estudios son menos controversiales ya que las evidencias apuntan a que estas
células son efectivamente capaces de diferenciarse a cardiomiocitos (Kawada H. y col.,
2004; Shim W. y col., 2004; Fukuda K., 2003; Hattan N. y col., 2003). Tambi€én ha sido
descrito que las MSC contribuyen a la regeneracién del miocardio dada su capacidad de
liberar factores troficos que podrian estar potenciando la neovascularizacion, inhibiendo
la formacién de la escara o la apoptosis de los cardiomiocitos (Caplan I y col., 2006).
Por otra parte, en casi todos los estudios en que se ha realizado cardiomioplastia con
células troncales se ha mostrado algin efecto benéfico sobre la funcién cardiaca (Chen

SL. y col.,, 2004; Min J. y col, 2002; Shake J. y col., 2002). Sin embargo, la




cardiomioplastia con células troncales aisladas in vitro posee la desventaja de ser
invasiva pues requiere de dos intervenciones quirargicas, una para aspirar la médula
6sea y otra para implantar las células, y en algunos casos tardfa, debido a que el periodo
de tiempo necesario para la expansion y obtencién de un niimero suficiente de células
supera el tiempo de formacién de la escara, que es de aproximadamente 21 dias Iuego
del infarto (Lu L. y col., 2004). Adicionalmente, existen evidencias que durante la
expansién in vitro de las células ocurre envejecimiento celular, lo que implica una
disminucién en el potencial de diferenciacion a los diferentes linajes (Bonab y Col,
2006.). Por otro lado, hay complicaciones asociadas a la manipulacién ex vivo, ya que
hay estudios que demuestran la producciéon de microembolias durante la infusién
intracoronaria con la resultante disminucién del aporte sanguineo al miocardio (Bigalli y
Col, 2005).

En los tltimos afios se han incrementado las evidencias que apuntan a que las células
troncales son capaces de migrar desde la medula ésea, circular por la sangre periférica -
proceso que se conoce como movilizacién - y alojarse en 6rganos lesionados — proceso

conocido como soming (Figura 2).
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Figura 2. Representacién esquemdtica de los procesos de migracién, movilizacién y homing de las
células troncales mesenquimdticas. Las MSC emigran desde la medula dsea hacia el torrente sanguineo
en donde se movilizan hasta hacer homing en el tejido lesionado.

Aparentemente, estos procesos ocurririan fisiologicamente, pero se harian significativos
bajo condiciones fisiopatologicas (Penn M. y col., 2004; Jackson K. y col., 2001). Asi,
Quaini y col. observaron en el corazén de hombres que habian sido trasplantados con un
organo femenino, la presencia de células que poseian cromosoma Y y que expresaban
marcadores de cardiomiocitos, de células endoteliales o de células de musculo liso
(Quaini F. y col., 2002). Estas células que poseian cromosoma Y fueron caracterizadas
como de estirpe hematopoyético dada su expresion de los marcadores tales como c-kit,
MDRI1 o Sca-1. De igual forma, Deb y col. observaron en los corazones de mujeres que
habian sido sometidas a un trasplante de médula osea proveniente de un donante varon,
cardiomiocitos que poseian cromosoma Y (Deb A. y col, 2003). Lo anterior es

llamativo debido a que el proceso inflamatorio que se genera producto del rechazo es




muy similar al que se produce por un IM, por lo que podria producirse el mismo
fen6meno durante un IM. Por otra parte, nuestro grupo ha demostrado la presencia de
MSC en el torrente sanguineo de ratas al tercer, quinto y séptimo dia post-IM, siendo el
quinto dia donde la respuesta es mds robusta (Luz P., 2007). En conjunto, estas
evidencias sugieren que cuando el corazén sufre un proceso inflamatorio, células
derivadas de la médula ésea se movilizan y hacen Aoming en el tejido cardiaco, donde se
diferencian al menos a cardiomiocitos.

El o los factores involucrados en cada uno de estos procesos no son del todo claros y
tampoco es claro si son compartidos por algunos de ellos. En el caso de la movilizacion,
nuestro laboratorio lo plantea como un proceso activo. Es decir, debe existir en el
torrente sanguineo uno mas factores en el momento que se este produciendo la
movilizacién de las células troncales para que estas se mantengan en circulacién,
Estudios llevados a cabo en nuestro laboratoric demuestran que MSC humanas
inyectadas en ratones nude a las pocas horas de haber sido inyectadas ya no se
encuentran en el torrente sanguineo, sino en lugares como la medula ésea, bazo, pulmén,
huesos, entre otros. En base a ello es que proponemos a la movilizacién de las células
troncales como un proceso activo, el que requiere que €l o los factores estén presentes
para que este fendémeno se mantenga en el tiempo.

En consecuencia, nuestro grupo de investigacidn propone la implementacién de lo que
podriamos llamar una cardiomioplastia iz vivo. Para ello, es necesario identificar €l o los
factores que inducen movilizacién de las MSC en el torrente sanguineo producto de un

IM.
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En la tabla 1 se resumen los factores de migracion, movilizacién y homing reportados a

la fecha para MSC, HSC y células precursoras endoteliales (EPC).

Tabla 1: Factores que se sugiere promueven la migracién, movilizacién y homing

de las MSC, HSC y EPC.
TIPO CELULAR
FACTORDE Célula Troneal Célula Troncal Célula Precursora
Mesenquimditica Hematopoyética Endotelial

Wﬂt (Neth P, y col., 2006)

HMGBI1 (Palumbo R. y Biaachi

Migracion M., 2004) VEGF ®efii 8.y col, 2002)
HGF (Forte G. y col,, 2006)
VEGF (Rafii 8. ¥ col,, 2002)
N .y G-CSF (Fukuda K. y Fuyjita G-CSF (Leone A. y col., 2005) G-CSF (Fujita J. y col., 2007}
Movilizacién J., 2005; Kawada H. y col., 2004)
Homing nd SDF-1 {Askari A. y col., 2003) ad

nd: no descrito.

En el caso particular de las MSC, se ha sugerido que las proteinas Wnt y HGF podrian

estar involucradas en la migracion de estas células (Neth P. y col., 2006; Forte G. y col.,

2006). Por otra parte, se ha mostrado que la administracion de G-CSF a animales luego

de un IM induce la movilizacion de una linea celular con caracteristicas de MSC

(Fukuda K. y Fujita J., 2005; Kawada H. y col., 2004).
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Puesto que el objetivo de nuestro grupo es identificar los factores proteicos producidos
por el corazdn infartado que inducen Ia movilizacién de las MSC, en la presente tesis se
caracterizaron las proteinas existentes en el corazén y plasma de ratas infartadas, en el
momento en que se estan movilizando las MSC en el torrente sanguineo. Para ello se
realizé un estudio protedmico diferencial en tejidos obtenidos desde animales infartados
quirtirgicamente y animales controles, operados pero no infartados, obtenidos al quinto
dia post-IM. Este dia fue escogido en base a los resultados obtenidos por Luz (2007), en
el que se demuestra la aparicién de MSC en el torrente sanguineo de ratas al quinto dia
post-IM y a los datos de Allers y col. (2004) bajo los cuales planteamos el proceso de
movilizacién como un proceso activo.

La protedmica es el estudio del conjunto de proteinas presentes en una célula, tejido u
organismo en un momento determinado y bajo condiciones determinadas, es decir, del
proteoma (Zerkowski H. y col., 2004; Maczi J. y Rapundalo S., 2001). En el caso del
IM, la prote6émica diferencial ha mostrado que efectivamente hay un cambio en el patrén
proteico producto de la isquemia y la reperfusién en corazén y plasma de ratas post-IM
(Fert-Bober J. y col, 2008). Sin embargo, en varios de ellos la funcién de las proteinas
diferencialmente expresadas no ha sido esclarecida ya que el objetivo de dichos estudios
era identificar nuevos marcadores moleculares de mejor valor predictivo para el IM y su
evolucién (Sakai J. y col., 2003).

Conocer las proteinas que se expresan diferencialmente en el corazdn y plasma de
individuos infartados en los cuales se estdn movilizando las MSC es la primera etapa en
la identificacion de los factores proteicos involucrados en este proceso. Si bien solo se

establece una correlacion, esto permite identificar proteinas candidatas cuya funcién
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debe ser evaluada empiricamente para determinar si efectivamente son capaces de
promover la movilizacién de las MSC durante un IM. Este conocimiento permitiré en el
futuro potenciar la movilizacion de las MSC ya sea a través de la optimizacioén de la
liberacion de estos factores o por administracion de ellos a los pacientes infartados. Este
tratamiento en conjunto con la angioplastia permitiria la llegada masiva de MSC al
corazén infartado y su regeneracion, con lo cual aumentaria tanto la expectativa como la

calidad de vida de los pacientes infartados.
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HIPOTESIS

En el proteoma del plasma y corazén de ratas infartadas, en las que es posible detectar
movilizaciéon de MSC, existen proteinas expresadas diferencialmente respecto de las

ratas no infartadas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar el ambiente proteico del corazon y plasma de ratas infartadas, en las que es

posible detectar movilizacion de MSC, con el de ratas control.

Objetivos especificos

1.

Poner a punto un protocolo de extraccién eficiente de proteinas totales de corazon y
plasma de rata.

Estandarizar las condiciones de cotrida para la primera y segunda dimensién, y
determinar la tincién mas adecuada para las muestras de proteinas totales de corazén
y plasma de rata.

Implementar el modelo de IM quirtrgico en ratas.

Identificar las proteinas que se encuentran diferencialmente en el ventriculo
izquierdo de ratas control e infartadas al quinto dia post-procedimiento quirtirgico.
Identificar las proteinas que se encuentran diferencialmente en el plasma de ratas
control e infartadas al quinto dia post-procedimiento quirtirgico.

Proponer candidatos, presentes en el proteoma del corazén 6 plasma de ratas

infartadas, a factores de movilizacién de MSC.
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CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Tipo de estudio

El presente trabajo corresponde a un estudio experimental, en modelo animal, de

controles y casos.

Modelo animal

Se usaron ratas (Raftus norvegicus) macho Sprague Dawley de entre 300 y 400 gr.

provenientes del bioterio de la Pontificia Universidad Catélica de Chile (Santiago,

Chile). Durante el estudio los animales se mantuvieron en jaulas individuales, con ciclos

de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La habitacién contaba con temperatura

controlada (21 °C), con agua y alimento (alimentacién estandar, pellet) ad libitum.

Disefio del estudio

Las muestras utilizadas en este estudio consistieron de proteinas totales extraidas a partir

de ventriculo izquierdo y plasma obtenidos desde dos grupos experimentales: ratas a las

que se les ligd dicha arteria permanentemente (ratas infartadas) y ratas a las que se les

realizo el procedimiento quirtrgico pero no se les ligd la arteria coronaria descendente

anterior (ratas sham o control) (Figura 3).
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Figura 3: Disefio experimental. Muestras de plasma y ventriculo izquierdo provenientes de ratas sham y
ratas infartadas al quinto dia post-IM fueron utilizadas para la extraccién de proteinas totales. Las
muestras de proteinas totales pertenecientes a un mismo tejido y a un mismo grupo experimental fueron
usadas para formar pooles. Las proteinas de cada pool fueron separadas por peso molecular (PM) y punto
isoeléctrico (pl) mediante el uso de geles bi-dimensionales. Luego de hacer un andlisis para determinar
que proteinas presentaban una abundancia diferencial en las muestras de la condicion infartada, las
proteinas que pudieron ser detectadas en geles tefiidos con la tincién Coomassie fueron secuenciadas e

identificadas.

Para eliminar las diferencias de abundancia de proteinas entre tejidos pertenecientes a

animales de un mismo grupo experimental, que pueden presentar diferencias en su
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proteoma debido a su respuesta particular al ambiente que los rodea, se utilizé como

estrategia el analisis de pooles (Figura 3}

Pool de tres muestras de proteinas totales de ventriculo izquierdo extraidas desde

el corazon de ratas al quinto dia post-IM.

- Pool de tres muestras de proteinas totales de ventriculo izquierdo extraidas desde
el corazon de ratas sham al quinto dia post-cirugia.

- Pool de tres muestras de proteinas totales de plasma extraidas desde la sangre de
ratas al quinto dia post-IM.

- Pool de tres muestras de proteinas totales de plasma extraidas desde la sangre de

ratas sham al quinto dia post-cirugia.

Consideraciones bioéticas

Los procedimientos experimentales realizados en los animales utilizados en este trabajo,
fueron aprobados por el Comité de Bioética, Facultad de Medicina, Clinica Alemana-
Universidad del Desarrollo, y se realizaron de acuerdo a las normas bioéticas
internacionales establecidas por la UNESCO/OMS/CIOMS en 1949 sobre los principios

éticos internacionales para la investigacion biomédica con animales.
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Acido acético, Merck.
Acrilamida, Winkler.
ASB-14, Calbiochem.
Anfolitos (pH 3-10), Bio-Rad.
Azul de bromofenol, Sigma.
Bis-acrilamida, Sigma.
CHAPS, US Biological.
Deep Purple, GE.

DTT, Winkler.

EDTA, Merck.

Etanol, Merck.

Glicerol, Merck,

Glicina, US Biological.

HCl, Merck.

Heparina, Laboratorio Chile.

Iodoacetamida, Applichem.

Ketamina, Laboratorio Biosano.

Leupeptina, Sigma.
NaF, Sigma.
Na,CO3, Merck.

NaHCO; Merck.

REACTIVOS
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Na3zVOy, Sigma.
PBS, Gibco.
Pepstatina, Sigma.

PMSF, Sigma.

Povidona yodada, Volta pharmaceuticals.

SDS, Sigma.

Strips pH 3-10 NL (17 cm), Bio-Rad.
TCEP, Sigma.

Tiourea, JT Baker.

Tris, US Biological.

Urea, Merck.

Xilazina, Alfasan. Woerden.
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METODOLOGIA

Reseccion de ventriculo izquierdo

Las ratas fueron sedadas con vapores de Scbofluorano y anestesiadas por via
intraperitonial con una mezcla Xilacina 10 mg/Kg y Clorhidrato de Ketamina 100
mg/Kg para enseguida ser sometidos a eutanasia por dislocacién cervical.
Posteriormente se abrid el térax y se extrajo el corazén para luego disectar el ventriculo
izquierdo. Los ventriculos fueron lavados dos veces con PBS 1x con el fin de eliminar la
sangre y sumergidos en nitrégeno liquido para ser guardados a -80°C hasta su posterior

procesamiento.

Obtencién de plasma

Las ratas fueron sedadas con vapores de Sebofluorano y anestesiadas via intraperitonial
con una mezcla Xilacina 10 mg/Kg y Clorhidrato de Ketamina 100 mg/Kg. Una vez que
las ratas se encontraban profundamente anestesiadas se llevd a cabo la extraccion de 3
mi de sangre realizando una puncién cardiaca, con una aguja de 21G y una jeringa de 6
ml que contenia heparina 40 U/ml. Posteriormente los animales fueron sometidos a
eutanasia por dislocacion cervical.

La sangre en las jeringas fue depositada suavemente en tubos de 1,5 ml para
posteriormente ser centrifugada a 12.000 x g durante 15 min. a 4°C. Se colect6 el plasma
y se descarté el precipitado. Las muestras de plasma se guardaron a -80°C hasta su

posterior procesamiento.
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Cabe destacar que para el analisis protedmico s6lo se utilizaron muestras de plasma de
ratas en las que detectamos la presencia MSC al quinto dia post-IM. En el caso de las
muestras de corazén no fue posible corroborar que se estaba trabajando con muestras
provenientes de ratas en las que hayamos detectado Ia presencia de MSC debido a que la
puncién cardiaca para obtener la muestra de sangre generaba dafio en el corazén de los

animales, lo que podria alterar los resultados del posterior andlisis proteémico.

Infarto cardiaco quirargico en ratas

Las ratas se infartaron mediante la oclusién del segmento proximal de la arteria
coronaria descendente anterior. Para esto los animales fueron anestesiados con una
inyeccién intraperitonial de una mezcla de Xilacina 10 pg/kg y clorhidrato de ketamina
50 pg/kg. Posteriormente se depild el térax de las ratas y se limpi6 con el antiséptico
povidona iodada. Las ratas fueron intubadas con una brénula de teflon nimero 16G para
ser ventiladas con ayuda de un ventilador mecanico neonatal. Los animales fueron
ventilados con una presién inspiratoria de 35 cmH,O y una frecuencia de 70
ciclos/minuto durante el procedimiento. Luego de cortar la piel con bisturf, se continué
con diseccién roma divulsionando los musculos pectorales hasta acceder a la parrilla
costal. A continuacién, para acceder a la cara anterior del corazon, se efectué una
toracotomia izquierda por el cuarto espacio intercostal izquierdo y se realizé el
reconocimiento y la ligacion de la rama descendente anterior de la arteria coronaria
izquierda con sutura de seda 6-0. El térax fue cerrado por planos mediante sutura y

luego las ratas fueron dejadas en recuperacién. En el caso de las ratas operadas pero no
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infartadas (control), se procedié de igual manera que en el caso anterior pero sin realizar
la ligacién de la coronaria luego de su reconocimiento.

Una vez terminado el procedimiento quirirgico las ratas estuvieron en observacion hasta
que despertaran de la anestesia, en ese momento fueron extubadas y regresadas a sus
jaulas hasta el quinto dia post-IM cuando se disectd el corazoén o el plasma. Se considerd
quirargicamente infartados sélo aquellos animales en que se observaba

macroscopicamente el drea isquémica a lo largo del ventriculo izquierdo.

Extraccion de proteinas de ventriculo izquierdo

Para este fin se utilizé un protocolo adaptado del publicado por Stanley B. y col. en el
2003. Los ventriculos izquierdos que se encontraban almacenados a -80°C desde que
habian sido disectados, se sumergieron en nitrégeno liquido para posteriormente
pulverizarlos en un mortero. El polvo obtenido para cada ventriculo fue traspasado a un
tubo corex de 10 ml que se encontraba frio, pues habia sido mantenido en un recipiente
con hielo, y resuspendido en 2 ml de tampon de extraccién [EDTA 2 mM, NaF 10 mM,
NasV0, 200 uM, PMSF 250 uM, Leupeptina 1 pM, Pepstatina 1 pM, Tris-HCI (pH 6,8)
20 mM, Urea 7 M, Tiourea 2 M, ASB-14 0,4 %]. Luego, la mezcla se homogenizd
utilizando un vortex por 5 min. a velocidad media y se centrifugd a 16.000 x g durante
30 min. a temperatura ambiente. Este procedimiento se realizé a temperatura ambiente
debido a que la urea cristaliza a baja temperatura. El sobrenadante, el cual contenia las

proteinas, fue alicuotado y guardado a —80°C hasta su posterior utilizacion.
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Remocion de la albiimina e inmunoglobulinas de las muestras del plasma

Las muestras de plasma fueron tratadas de acuerdo a las recomendaciones del fabricante,
con el Kit Aurum serum protein mini (Bio-Rad). Este Kit utiliza columnas que contienen
una mezcla de Affi-Gel Blue (Bio-Rad) y Proteina A que selectivamente unen y

remueven albimina e inmunoglobulinas (Ig), respectivamente.

Cuantificacién de proteinas mediante el método de Bradford

Para la cuantificacién de las proteinas se usé el procedimiento de Bradford (Bradford
M., 1976) modificado para placas de ELISA de 96 pocillos. Una curva de calibracién
con 0, 2, 4, 6 y 8 ng de Albumina Sérica Bovina (BSA) fue hecha cada vez que se
determiné la concentracién de proteinas de una nueva muestra, tal como se muestra en la

siguiente tabla:

Tabla 2: Elaboracion de curva de calibracién para cuantificacién de proteinas.

BSA (ng) | BSA* (ul) |H,0 destilada (ul) | TAMPON
0 0 08 2
2 1 97 2
4 2 96 2
6 3 95 2
8 4 94 2
*2ugful

En el caso de las muestras, se agregaron en los pocillos 2 pl de muestra y 98 pl de H,O
destilada. Posteriormente, tanto en los pocillos de la curva de calibracién como a los que
contenfan las muestras se les agrego 250 pl de una solucién Bradford que habia sido

previamente filtrada y se midié la absorbancia a 590 nm en un espectrofotémetro.
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Cabe destacar que previamente a la medicién, tanto las muestras de proteinas totales de
ventriculo izquierdo como de plasma debieron ser diluidas 20 y 350 wveces,
respectivamente. Ello debido a que su alta concentracién generaba resultados durante la

medicién que se encontraban fuera del rango lineal de la técnica.

Construccion de pooles

Se extrajeron las proteinas totales de las muestras obtenidas de tres individuos
pertenecientes a cada condicién. Una vez que se determind la concentracién de proteinas
en dichas muestras, 150 ug de proteinas totales de cada una de ellas se mezclaron en
tubos de 1,5 ml segiin muestra y condicién, y se homogenizaron cuidadosamente con la

ayuda de una micropipeta de 200 pl (Figura 4).
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Corazonratal Corazoénrata 2 Corazonrata 3

| | |

Ventriculo izquierdo Ventriculo izquierdo Ventriculoizquierdo

l L

Proteinas totales Proteinas totales Proteinas totales

150 ug proteinas l 150 ug proteinas /50 ug proteinas

Pool proteinas ventriculo izquierdo

.
H

Geles 2D

Figura 4: Construccién de los Pooles. Para el analisis de las muestras se extrajeron las proteinas totales
de tres muestras biologicas pertenecientes a una misma condicion, rata infartada o sham, y luego se
mezclaron cantidades iguales de proteinas totales. Cada pool fue corrido por triplicado en geles bi-
dimensionales.
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Corrida de Ia primera dimension: Isoelectroenfoque

Tanto las muestras que contenian los pooles como el tampdn de isoeletroenfoque (IEF)
[Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4%, EDTA 2 mM, Anfolitos (pH 3-10) 0,5%] se
descongelaron en un bafio a 25°C durante 15 min. y se homogenizaron utilizando una
micropipeta. Los agentes reductores DTT 1 M y TCEP 0,1 M se descongelaron a
temperatura ambiente.

En tubos de 1,5 ml se agregaron 6,2 pl de DTT, 15,5 pl de TCEP, una cantidad de
muestra tal que coniuviera 100 pg de proteinas totales y tamp6n de IEF hasta completar
los 310 pl. Se homogenizo, se incubé en un baifio a 25°C por 15 min. y se centrifugo a
12.000 x g durante 1 min. a temperatura ambiente. Se sacaron los geles de primera
dimensién (strips) pH 3-10 no lineales {NL), se cargaron los 310 pl que contienen las
muestras en la bandeja de IEF y se colocaron suavemente los strips con ayuda de pinzas,
cuidando que no quedaran burbujas. Se incubd a temperatura ambiente por media hora
para posteriormente colocar un wicks sobre cada electrodo de los pocillos de la cdmara
que contenfan las muestras. Finalmente se puso la bandeja en la cdmara de IEF, se
colocé sobre cada strip 1,6 ml de aceite mineral y se les rehidratd activamente a 50 V
por 9 hrs. Luego, se realizo el isoelectroenfoque a 100 V por 25 Vh, a 500 V por 125
Vh, a 1000 V por 250 Vh y finalmente se dej6 alcanzar los 65.000 Vh. Tanto el proceso

de rehidratacion como el de isoelectroenfoque se realizaron a 20°C,

Pretratamiento de las muestras previo la corrida de Ia segunda dimension
Después del IEF los strips fueron incubados, en agitacién suave, durante 15 min. con 3

mL de tampdn de equilibrio [glicerol 20%, SDS 2%, Tris (pH 8,8) 375 mM, Urea 6 M,
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DTT 65 mM)]. Posteriormente los strips se colocaron cuidadosamente sobre papel
absorbente con la ayuda de pinzas con la finalidad de eliminar de los strips €l excedente
de tampén de equilibrio. En una segunda etapa los strips fueron incubados, en agitacion
suave, por 15 min. en el mismo tampén pero que contenia iodoacetamida 6,7 mM en
Iugar de DTT. Luego los strips se colocaron cuidadosamente sobre papel absorbente

con la ayuda de pinzas para eliminar el excedente de tampdn.

Corrida de Ia segunda dimension

Se cort6 totalmente el plastico sobrante del extremo 4cido y parte del basico de los strips
previamente equilibrados. Se tomaron los strips por el trozo de plastico sobrante con
ayuda de una pinza y fueron sumergidos en tampén de corrida 1x (Tris-base 25 mM,
Glicina 192 mM, SDS 0,1%). Se colocaron los strips sobre geles en gradiente (11,5 -
14%) de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) que posefan 17 cm. de ancho por 17 cm. de
alto, dentro de los cuales 2 c¢m. del largo comrespondian a gel concentrador de
poliacrilamida al 4,5%. Durante este proceso se¢ tuvo especial cuidando de que no
quedaran burbujas en la interfase strip-gel. Posteriormente se coloc sobre cada strip
azul de bromofenol para demarcar el frente. Se montaron los geles en la camara para
correr la segunda dimensi6n y se corrieron hasta alcanzar los 2550 Vh. Las condiciones
de corrida fueron en frio (bafio a 9°C), a corriente constante, pudiendo alcanzar un

méximo de 300 V y 30 W en cada corrida.
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Tincién de las proteinas separadas en los geles bi-dimensionales
Las proteinas en los geles se fijaron en 200 ml de una solucién de fijacion {(etanol 30%

y 4cido acético 10%), por al menos 12 hrs. a temperatura ambiente y en agitacion suave.

Tincién con Nitrato de Plata

Se retird la solucién de fijacién con la ayuda de una jeringa y se lavaron los geles 3
veces con 200 mi de etanol 30% v/v. Cada lavado tuvo una duracién de 12 min. en
agitaci6n suave. Posteriormente, los geles s¢ lavaron 2 veces por 10 min. en agitacion
suave con 200 ml de agua destilada, Una vez finalizados los lavados se agregd a los
geles 200 ml de una solucién de sensibilizacién (0,025% p/v de ditionito de sodio) por 1
min. en agitacién suave. Se eliminé la solucién de sensibilizacién y se lavo los geles 3
veces por 20 seg. con 100 ml de aguda destilada. Posteriormente se agregé 200 ml de
tincién de plata (0,2% p/v de Nitrato de plata y 8,1 x 10-3 v/v de formaldehido en agua
destilada), dejando los geles en esta solucion por 20 min. en agitacion suave. Una vez
finalizado este periodo de tiempo, los geles fueron lavados con 200 ml. de agua destilada
durante 1 min. y posteriormente se agregé 60 ml. de solucién de revelado (6% p/v de
Na2CO3 y 4,84 10-3 v/v de formaldehido en agua destilada). Se agité los geles
manualmente y se elimind la solucién rdpidamente una vez que se oscurecié con ayuda
de 1a jeringa. Luego se agregd a los geles 140 ml de la solucién de revelado y se agito
manualmente de forma suave hasta que fue posible visualizar las proteinas. Para detener
la reaccién se agregé 100 ml de una solucién de 4cido acético 3,5% viv, se dejo
burbujear la solucién por unos segundos y luego se elimind con ayuda de una jeringa.

Posteriormente, se agregd a los geles otros 100 ml de 4cido acético 3,5% por 1 min.
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Finalmente, los geles fueron lavados 3 veces con aguda destilada durante 10 min. en

agitacién suave.

Tincién con Deep Purple

Se retiré la solucién de fijacién con ayuda de una jeringa y se agregaron 200 ml de
solucién de lavado (NaHCOs 35 mM, Na,CO; 300 mM). Los geles se mantuvieron
durante 30 min. en la solucién, a temperatura ambiente y en agitacién suave. Diez
minutos antes de retirar la solucién se sacd la tincion Deep Purple que se encontraba
guardada a —20°C. Pasados los 30 min. se retir6 la solucion y se agregd en oscuridad una
soluci6n de trabajo que consistia en 188 pl de Deep Purple en 150 ml. de agua destilada.
Se incubd durante 1 hr. en oscuridad, a temperatura ambiente y agitacién suave.
Posteriormente se retird esta solucién y se agregaron en oscuridad 200 ml de una
solucién de estabilizacion (7,5% v/v cido acético). Los geles se mantuvieron durante 15
min. en esta solucidn y se repitié la operacién. Finalmente los geles se escanearon con
un laser de una longitud de onda de 635 nm en el modo low sample intensity del Sistema
Posphorimaging para captura de imagenes digitales (Molecular Imager FX Systems de

Bio-rad, USA).

Recorte virtual de imagenes

Despuss que los geles fueron escaneados, las imagenes fueron recortadas con ayuda del
programa Quantity One, utilizado para capturar las imagenes. El recortar las imagenes
permiti mas adelante hacer un mejor sobrelapamiento (warping) de estas mismas y

obtener una mayor cantidad de datos utilizables. Al recortar se eliminaron todos aquellos
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spots que se ubicaban en los extremos de los geles y que no estaban bien enfocados,
pues no podian ser utilizados para determinar cambios en la abundancia de esas

proteinas.

Sobreposicion de imagenes

Las imagenes cortadas fueron cargadas en el programa para andlisis de geles bi-
dimensionales llamado Delta 2D version 3.2, en donde se realiz6 en una primera etapa la
sobreposicién de los geles. La sobreposicion de las imégenes de los geles es una de las
etapas més importantes y dificiles en el analisis de los geles bi-dimensionales, ésta tiene
como finalidad el remover las distorsiones existentes en los geles SDS-PAGE que
pertenecen a un mismo grupo causadas por su calentamiento durante la corrida y asi
poder generar imégenes de fusién.

Primero se designé cual seria el gel maestro para cada condicién (contro! o infartado) y
tejido. Esto se hizo determinando visualmente aquel gel que contaba con un mayor
nimero de spofs bien resueltos. Luego se sobrepuso cada uno de los otros geles del
grupo con su gel maestro por medio de la herramienta del programa Delta 2D que
permite al usuario hacer vectores entre los geles. Estos vectores permiten que el
programa detecte que cierto spot que se encuentra en un gel es el mismo que esta en el
gel maestro (Figura 5). Durante esta etapa, se us6 la opcion del programa “modo global”
de unién de spots, la que permite detectar mas ficilmente si existe algin error al
momento de trazar un vector, es decir, si se esta uniendo por medio de ellos spots que no

corresponden a la misma proteina.
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Figura 5: Sobreposicién de los geles sobre el gel maestro. El mejor gel de cada condicion fue designado
como gel maestro. Luego se sobrepuso cada uno de los otros dos geles del grupo con su gel maestro
usando una herramienta del programa Delta 2D, que permite hacer vectores entre los spots de diferentes
geles. En la imagen, los spofs que se encuentran en color azul son los del gel maestro y los naranjos
corresponden a otro gel del grupo al que pertenece el gel maestro. Los vectores son trazados por el usuario
del programa y tienen como finalidad unir spofs que corresponden a una misma proteina en dos geles
diferentes.

Generaciéon de imagenes de fusién

El programa Delta 2D cuenta con una herramienta que permite hacer imagenes de
fusion. Las imagenes de fusion combinan multiples imdgenes de geles en una sola nueva
imagen. Una imagen de fusion se genera con la finalidad de detectar posteriormente, a
través del programa, los spots que se encuentran presentes en ella y luego transferir los
spots detectados a cada uno de los geles pertenecientes al grupo, esto facilita el trabajo y
ahorra tiempo pues ya no es necesario detectar los spots en cada gel perteneciente a un
grupo.

Se hicieron imagenes de fusion para cada una de las condiciones y tejido, combinando

las imagenes de los tres geles de cada grupo. El algoritmo utilizado para este fin fue el
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de fusién promedio (average fiision), algoritmo recomendado en el manual del programa

para ser usado para comparacién estadistica o variacién experimental entre réplicas.

Deteccion y cuantificacion de spots
En una primera etapa se detectaron la totalidad de los spots en la imagen de fusién para
cada grupo. El programa para detectar los spots requiere de ciertos parametros. Los
valores utilizados para esos parametros fueron escogidos luego de realizar una serie de
pruebas que permitieron obtener un menor mimero de detecciones inespecificas, por
ejemplo, actimulos de tincién. Los parametros utilizados fueron los siguientes:

- Regién de ruido local: 34

Este parametro designa el tamafio de la regién utilizada en el gel para la
determinacion del ruido local en las etapas de cuantificacién.

- Tamafio del spot promedio: 11
Este parametro permite al programa separar, de forma mas precisa, spots que se
sobreponen parcialmente, asi como distinguir un spot del ruido presente en el
gel.

- Porcentaje de sensibilidad: 20%
Este parAmetro permite controlar cuan estricto es el programa para discriminar

entre spots y sefiales pequefias, como por ejemplo polvo o actimulos de tincién
presentes en la imagen del gel.

Adicionalmente, se escogié la opcién del programa para demarcar los spofs de manera

modelada, es decir, que estos fuesen circulares.
Una vez que los spots fueron detectados a través del programa, se limpié manualmente
la imagen de fusién. Con esta limpieza se eliminé todo aquello que el programa detecto

como un spot pero en realidad era solo ruido, como los aciimulos inespecificos de
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tincién, los cuales se identifican porque tienen un tamafio mucho menor que un spoty un
cuociente intensidad/area muy alto.

Posteriormente, utilizando una herramienta con la que cuenta el programa, se
transfirieron todos los spots desde cada imagen de fusion a su respectivo grupo de geles.
Una vez transferidos los spots, se procedié a realizar la cuantificacién con la finalidad de
determinar cambios en abundancia que fuesen significativos. Para ello, se generaron
tablas con los valores de volumenes (V) y de porcentaje de volumen (%V) de cada spof,
siendo el volumen el producto del rea por la intensidad de cada spot, mientras que el
%V consiste de la razén entre el volumen de un spot determinado y la sumatoria de los
voltimenes de todos los spots presentes en el gel. El %V es utilizado con la finalidad de
normalizar los geles, por ejemplo, ante diferencias en el grado de tincion de estos. Si un
gel se tifi6 en mayor grado, el V de cada spot serd mayor al de un gel que se tifié en
menor grado, esta diferencia se elimina al utilizar el %V.

Los valores del %V de cada replica de un determinado spot fueron promediados y se
obtuvo el valor de desviacién estdndar. A partir de los valores obtenidos para los
diferentes spots en las distintas condiciones, se realizé la normalizacién de los datos
mediante el método descrito por el grupo de Kreil en el afio 2004. Posteriormente los
datos se ingresaron en el programa de analisis de datos MeV v4.0, en donde se realiz6 la
prucba estadistica t de Student. Ello permitié determinar si los cambios eran

estadisticamente significativos (p < 0,005).
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Identificacion de las proteinas

Una vez que se reconocieron los spots que cambiaban significativamente enfre las
muestras obtenidas de los 2 grupos experimentales, estos fueron aislados desde geles bi-
dimensionales tefiidos con la tincién de Coomasie coloidal descrita por el grupo de
Giavalisco en el afio 2005, Debido a que esta tincién es menos sensible que la tincion
fluorescente Deep purple, se cargaron 250 pg de proteinas totales en los geles bi-
dimensionales con la finalidad de poder visualizar el mayor nimero de spots posibles.
Los spots se escindieron con ayuda de una punta para micropipeta y fueron puestos
dentro de un tubo pléstico de 1,5 ml. Cabe destacar que no todos los spots que
presentaban cambios significativos pudieron ser escindidos pues algunos de ellos no
pudieron ser visualizados.

La secuenciacién de las proteinas contenidas en los spofs se realizé mediante la técnica
de espectrometria de masa en tandem (MS/MS) y el andlisis de la secuenciacién
utilizando el programa MASCOT, que a través de los péptidos que entrega el analisis
por MS/MS es capaz de identificar el mejor kit de esos péptidos contra las bases de
datos existentes, en el Centro de Proteémica de la Universidad de Cambridge en
Inglaterra (www.bio.cam.ac.uk/proteomics). En este caso se escogio el mejor hit, es
decir, el mejor score entregado por el programa, para cada proteina que estuviera
relacionado con Ratus norvegicus. El score enirega una medida de la probabilidad de
que el resultado obtenido al realizar la comparacién entre la secuencia obtenida y las
secuencias contenidas en la base de datos sea al azar. Por lo tanto, al utilizar este criterio
durante el andlisis disminuimos la posibilidad de que la identidad de la proteina

secuenciada se deba a un resultado falso-positivo. Adicionalmente, se utilizé el
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porcentaje de cobertura como otro criterio para determinar la veracidad de los resultados
obtenidos. El porcentaje de cobertura indica el porcentaje de la secuencia total de una
protefna que es cubierto por los fragmentos secuenciados mediante espectrometria de
masa.

Finalmente, para cada proteina identificada se buscd su secuencia aminoacidica
completa en la base de datos publica del NCBI (www.pubmed.com) y a través del
sistema de andlisis de proteinas del SIB (www.expasy.org) se calcul6 el PM y el pl

tedricos de dichas proteinas.
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RESULTADOS

Puesta a punto de un protocolo de extraccion eficiente de proteinas de corazén de
rata, estandarizacion de Ias condiciones de corrida para la primera y segunda

dimensién, y determinacién de la tincién mas adecuada

Todas las metodologias fueron estandarizadas utilizando muestras de ventriculo
izquierdo de ratas que no habian sido sometidas a ningin tipo de intervencion
quirtrgica. Por lo tanto, todos los resultados que se describirdn a continuacion tienen

relacion con este tipo de animales.

Extraccion de proteinas del ventriculo izquierdo de rata

Para extraer y solubilizar las proteinas de ventriculo izquierdo de corazén de rata se
utilizé un protocolo basado en el descrito por el grupo de Stanley en el afio 2003
(Stanley B. y col., 2003). A este protocolo se le hicieron algunas modificaciones que
permitieron visualizar un mayor numero de spots y con mejor resolucion, como se vera
mads adelante.

El protocolo de Stanley y col. (2003) se basa en la homogenizacion directa del tejido con
un tampdn de extraccién que contiene el detergente ASB-14 y la posterior solubilizacién
en un tampén de TEF que contiene el detergente CHAPS. Cuando se examinaron los
homogenizados preparados con este tampén de extraccion, en un gel SDS-PAGE, fue
posible observar un bandeo claro y limpio, en donde se apreciaron proteinas en un rango
de PM desde 14 kDa hasta 116 kDa (Figura 6). Dado que se obtuvo un buen patrén de

bandeo en el gel SDS-PAGE se procedid a evaluar la muestra en un gel bi-dimensional.
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Figura 6: Gel SDS-PAGE (12%) de proteinas de ventriculo izquierdo de rata. En el carril A se
observan las bandas obtenidas al cargar 1 ug del estandar de PM. En tanto que el carril B se observa el
bandeo obtenido al cargar 4 pg de proteinas totales, extraidas con el protocolo adaptado de Stanley B y
col., 2003. El gel fue tefiido con Nitrato de plata.

Implementacion de geles bi-dimensionales de proteinas de ventriculo izquierdo de rata

La muestra de proteinas totales solubilizadas en el tampon de IEF fue cargada en un gel
bi-dimensional de manera de separar las proteinas por pl y PM. Con el objetivo de
mejorar la resolucion de las proteinas en los geles bi-dimensionales se hicieron una serie

de pruebas tanto a nivel de la primera como de la segunda dimension.

- Optimizacion de la separacion de las proteinas a nivel de la primera dimension

En la primera dimension, las proteinas son separadas por pl, a través de un gel con un
gradiente de pH inmovilizado (IPG strip). Actualmente, se encuentran comercialmente
disponibles una variada gama de strips de diferente largo y rangos de pH, esto debido a

que las muestras de proteinas provenientes de distintas fuentes no son homogéneas (no
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todas sus proteinas se distribuyen en un mismo rango de pH) o en algunas ocasiones el
blanco de estudio puede ser no las proteinas totales de una muestra sino un determinado
grupo de ellas. Los strips pueden presentar rangos de pH lineales (L) y no lineales (NL).
en estos ultimos cada unidad de pH no cubren la misma 4rea del gel.

Las proteinas de ventriculo izquierdo de rata fueron separadas en primera instancia en
dos tipos de strips de 17 cm con un rango de pH de 3 a 10, L y NL. Como se observa en
la Figura 7, las proteinas de ventriculo izquierdo de rata se ubicaron principalmente en
un rango de pH de 4 a 8, y se obtuvo una mejor separacion con el strip NL que permite

justamente expandir mas esa zona.
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Figura 7: Optimizacién de la separacién de proteinas totales en la primera dimensién. Geles bi-
dimensionales en los que se cargaron 100 pg de proteinas totales de ventriculo izquierdo de rata, las que
fueron separadas en la primera dimension en strip 3-10 L (A) o strip 3-10 NL (B), y posteriormente por
PM en geles SDS-PAGE al 12%. Ambos geles fueron tefiidos con Nitrato de plata.
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- Optimizacion de la resolucion de los spots en la segunda dimension

Si bien se obtuvo una mejor separacion de las proteinas por pl con un strip NL, no todos
los spots se presentaron con forma de circunferencia, como es de esperar en el caso ideal
para geles bi-dimensionales (Figura 8 A y B). Es por ello que para intentar solucionar
este problema se utilizo un gel concentrador al 4,5% en la parte superior de la segunda
dimension hecha al 12%. Como se puede apreciar en la Figura 8 C, de esa forma el

problema fue mitigado.
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Figura 8: Optimizacién de la resolucién de los spots en la segunda dimension mediante la adicién de
un gel concentrador. Cien microgramos de proteinas totales de ventriculo izquierdo de rata fueron
separadas por pl en un strip 3-10 NL y posteriormente por PM en un gel SDS-PAGE al 12%. (A)
Fotografia de un gel bi-dimensional que fue hecho sin gel concentrador en la segunda dimension. (B)
Ampliacién de una de las zonas del gel en A (cuadro azul), en que se visualiza la distorsién en la
separacion de las proteinas (C) Fotografia de un gel bi-dimensional al que se le adiciono un gel
concentrador al 4,5% en la segunda dimension (D) Ampliacion de una de las zonas del gel en C (cuadro
azul), en la que se visualiza la resolucion de los spots luego de la adicién de un gel concentrador. Los
geles fueron tefiidos con Nitrato de plata.
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- Optimizacion del enfoque de las proteinas durante la primera dimension
Como es posible apreciar en la Figura 9 A y B, otro problema detectado fue el precario
enfoque de algunas las proteinas con pl inferiores a 4, produciéndose asi el fendmeno

conocido como “Streaking horizontal”.
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Figura 9: Optimizacién del enfoque de las proteinas durante la primera dimensién mediante la
adicion de una soluciéon de anfolitos, con un rango de pH 3-10, en el tampén de IEF. Cien
microgramos de proteinas totales de ventriculo izquierdo de rata fueron separadas por pl en strips 3-10 NL
y posteriormente por PM en geles SDS-PAGE al 12%. (A) Fotografia de un gel bi-dimensional en que se
cargaron proteinas que fueron resuspendidas en un tampon de IEF sin anfolitos. (B) Ampliacion de una de
las zonas del gel en A (cuadro azul), en la que se observa el mal enfoque de las proteinas. (C) Fotografia
de un gel bi-dimensional en que se cargaron proteinas que fueron resuspendidas en un tampon de [EF que
contenia anfolitos pH 3-10 (D) Ampliacion de una de las zonas del gel en C (cuadro azul), en la que se
observa la forma en que enfocaron las proteinas luego de ser resuspendidas en un tampén de IEF que
contenia anfolitos. Los geles fueron tefiidos con Nitrato de plata.
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Para intentar solucionar este problema se utiliz6 una solucién de anfolitos con un rango
de pH 3-10, los que fueron incorporados al tampén de IEF. Como se observa en la

Figura 9 C, esto permitié disminuir notoriamente el problema de streaking horizontal.

- Optimizacidn de la separacién de los spots a nivel de la segunda dimension

Si bien en un caso ideal se espera que cada spof presente en un gel bi-dimensional
corresponda a una proteina, existen algunos autores que han reportado que esto no es asi
en todos los casos (Campostrini N. y col., 2005; Krah A. y col., 2004). Frente a esta
situacién se decidié optar por la generacién de gradientes de poliacrilamida en la
segunda dimensién, los cuales, en comparacién a los geles con porcentaje de
poliacrilamida uniforme, son capaces de separar con mayor eficiencia las proteinas que
presentan un valor de PM cercano. Basados en el rango de PM de las proteinas totales de
ventriculo izquierdo de rata se hicieron geles SDS-PAGE con un gradiente de
poliacrilamida del 12 al 14%. Este tipo de gel efectivamente mejoro la separaci6n de los
spots pues se logrd visualizar con la ayuda del programa Delta 2D aproximadamente 150

spots mas que con los geles de porcentaje de poliacrilamida fijo (Figura 10).
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Figura 10: Optimizacién de la separacion de los spots en la segunda dimensién mediante el uso de
geles SDS-PAGE en gradiente. Cien microgramos de proteinas totales de ventriculo izquierdo de rata
fueron separadas por pl en un strip 3-10 NL y posteriormente por PM. (A) Fotografia de un gel bi-
dimensional en el que se utilizé un gel SDS-PAGE al 12% en la segunda dimension. (B) Fotografia de un
gel bi-dimensional en el que se utilizé un gel SDS-PAGE en gradiente (12-14%) en la segunda dimension.
Los cuadros azules, ubicados en una misma region de los geles, indican una zona para comparar la
distribucion de los spots. Los geles fueron tefiidos con Nitrato de plata.

Tincion de los geles bi-dimensionales de proteinas de ventriculo izquierdo de rata

Existen variados protocolos de tincion de geles bi-dimensionales. los cuales presentan
ventajas y desventajas inherentes a cada una de ellas. Con el fin de poder visualizar un
mayor numero de spots se probaron 3 diferentes tipos de tinciones: Coomassie coloidal,
Nitrato de plata y Deep Purple. El Coomassie coloidal resultd ser la tincién mas
ineficiente, pues permitio visualizar un numero claramente inferior de spots en
comparacion con las otras tinciones (Tabla 3). Por otro lado, si bien la tincion con plata
y la tincion fluorescente Deep Purple permitieron visualizar un nimero muy similar de
spots, la tincion Deep Purple logré disminuir notablemente el ruido causado por la

tincion que se acumula inespecificamente, lo que es posible observar en la Figura 11.

43



Tabla 3: Nlimero aproximado de spots que pudo ser detectado utilizando diferentes
tipos de tinciones con el apoyo del programa Delta 2D.

TINCION NUMERO DE SPOIS VISUALIZADOS
Coomassie coloidal ~ 600
Nitrato de plata ~1.000
Deep Purple ~1.000

116

PM

14,4
3 pl 10
16| & = i
v Iy ]
: z - T
) »- :*7‘:‘%;;"__?_3':-‘5, :_%_a» St '%
Rl o - ot —
p i ’fvg
- - o PP r s el \
- N . gl ..J i«,’ll
C ol LS e ]
- - - - ""?.;? -~
PM . T .. Fom ol
= - - [
- .
- . - - Y
- g - i
- - - 3
. o
. anw--um--_r_,/ei‘f=
144] o - S

Figura 11: Uso de diferentes tinciones para Ia visualizacién de spots en geles bi-dimensionales. Cien

microgramos de proteinas totales fueron separadas por pl en un serip 3-10 NL y posteriormente por PM en

un gel SDS-PAGE en gradiente (12-14%). (A) Fotografia de un gel bi-dimensional en que las proteinas

fireron teflidas con Coomassie coloidal. (B) Fotografia de un gel bi-dimensional en que las proteinas

fueron tefiidas con Nitrato de plata. (C) Fotografia de un gel bi-dimensional en que las proteinas fieron
| tefiidas con Deep Purple.
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Puesta a punto de un protocole de extraccion eficiente de proteinas de plasma de
rata, estandarizacién de Ias condiciones de corrida para la primera y segunda

dimension, y determinacién de la tincién mds adecuada

Todas las metodologias fueron estandarizadas utilizando muestras de plasma de ratas
que no habian sido sometidas a ningin tipo de intervencién quirtrgica. Por lo tanto,
todos los resultados que se describirdn a continuacién tienen relacién con este tipo de

animales.

Extraccion de proteinas de sangre de rata

Para obtener el plasma sanguineo, fraccién en donde se encuentran las proteinas, las
muestras de sangre se centrifugaron segiin el protocolo descrito en la seccién Métodos.
Luego, para solubilizar las proteinas se utilizé el mismo tampén de IEF que para las
muestras de ventriculo. El protocolo fue evaluado mediante geles SDS-PAGE y geles bi-
dimensionales.

Cuando las muestras de plasma fueron corridas en un gel SDS-PAGE fue posible
observar un bandeo claro y limpio, en donde la mayor parte de las proteinas tenian un

PM superior a los 35 kDa (Figura 12 A y B).

Remocion de albiimina e inmunoglobulinas

Mucho se ha discutido en la literatura acerca de que las proteinas de plasma son dificiles

de resolver en geles bi-dimensionales debido a la presencia de proteinas muy abundantes

como la albiimina y las Ig, las cuales constituyen entre un 60-80% de las proteinas




totales (Bjorhall K y col. 2005). La presencia de estas proteinas se plantea que apantalla

aotras y limita la cantidad de proteinas que pueden ser resueltas.

Para remover de las muestras tanto la albiimina como las 1gG se utilizé el Aurum Serum
Protein Mini Kit. Como se puede apreciar en la Figura 12 tanto la albimina como las Ig
fueron removidas paralelamente al ser tratadas las muestras con el Kit. Ademas se

observo que algunas proteinas fueron removidas inespecificamente.

PM 35 ;

14,4

A B C

Figura 12: Gel SDS de proteinas de plasma de rata antes y después de la remocién de la albiimina
usando el Aurum Serum Protein Mini kit. En el carril A se observan las bandas obtenidas al cargar 2 ug
del estandar de PM. En los carriles B y C se observa el bandeo obtenido al cargar 4 ug de proteinas totales
de plasma y de la muestra depletada de albumina e IgG, respectivamente. El gel fue tefiido con Nitrato de
plata. Las flechas negras indican de mayor a menor PM: albumina, cadena pesada de la IgG y cadena
liviana de la IgG. Las flechas azules indican algunas de las proteinas perdidas luego del tratamiento de la
muestra con el kit.

Implementacion de geles bi-dimensionales de proteinas de plasma de rata

Las muestras tanto tratadas como no tratadas con el kit fueron cargadas en geles bi-

dimensionales de manera de separar las proteinas por pl y PM. En los geles bi-
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dimensionales de proteinas de plasma que no fueron depletadas fue posible observar
spots bien definidos y enfocados, y se detectaron cerca de 350 spofs. En el caso de los
geles bi-dimensionales de proteinas de plasma depletadas, no se obtuvieron geles de
buena calidad al cargar 100 pg de proteinas, ya que muchas de las proteinas no lograron
enfocar correctamente. Este problema fue solucionado al cargar 30 pg de proteinas pero

esto generd una disminucion en el nimero de proteinas detectadas, aproximadamente

300 spots, por lo que se descart6 el uso del Kit (Figura 13).
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Figura 13; Geles bi-dimensionales de proteinas totales de plasma de rata depletadas y no depletadas.
Geles bi-dimensionales en gradiente (11,5 — 14%) de 17 cm. de ancho por 17 cm. de alto. (A) Fotografia
de un gel bi-dimensional en €l que se cargaron 100 pg de proteinas totales de plasma de rata no depletado.
(B) Fotografia de un gel bi-dimensional en el que se cargaron 100 pg de proteinas totales de plasma de
rata depletado. (C) Fotografia de un gel bi-dimensional en el que se cargaron 30 pg de proteinas totales de
plasma de rata depletado. Los geles fueron tefiidos con la tincidn fluorescente Deep Purple.
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Implementacion del modelo de infarto cardiaco quirirgico en ratas

Se implement6 el modelo de infarto cardiaco quirtirgico permanente en ratas mediante la
ligacién de la arteria coronaria descendente anterior siguiendo la técnica descrita por
Piddo y colaboradores (1996) (Figura 14), ya que estd ha sido reportada como una
técnica de baja mortalidad en ratas y que la mantencién de los animales infartados no
requiere soportes adicionales. Ademds, ha sido descrita como altamente reproducible
(Piddo A. y col., 1996; Hu X. y col., 1996).

En nuestras manos, el porcentaje de sobrevida tanto de las ratas sham como de las
infartadas fue del 85% al quinto dia post-procedimiento quirtirgico, en tanto que en el
83% de los animales infartados fue posible observar macroscopicamente la escara de
color blanquecina al momento de extraer el corazon, junto con el adelgazamiento de la
pared ventricular (Figura 14 B y D). La muerte de las ratas se produjo
fundamentalmente durante la operacién, siendo la principal causa una insuficiencia
respiratoria peri-operatoria. Al realizar la necropsia, se observé que 5/6 animales

fallecidos mostraban evidencias de infeccién pulmonar por Mycoplasma pulmoni.
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Figura 14: Cirugia para producir un IM permanente en ratas. (A) Fotografia de una rata anestesiada e
intubada para ser ventilada durante el pre edimiento quirrgico. (B) Fotoyrafia del momento en que se
ligo la arteria descendente anterior. (C) Fotografia de una rata al quinte dia de haber sido infartada
quirdrgicamente. (D) Imagen ampliada de la fotografia B que permite observar con mayor claridad el
momento de la ligacion de la arteria. Las flechas negras indican el timo (6rgano que debe ser desplazado
para poder acceder al corazon), la sutura con la cual se ligd la arteria coronaria descendente anterior y el
sitio donde se efectud la ligacion.

-
Ny

. —

Figura 15: Determinacién macroscépica del IM. (A) Fotografia de un corazon proveniente de una rata
sham al quinto dia post-procedimiento quirargico (B) Fotografia de un corazén proveniente de una rata
infartada a la que se le extrajo el corazon al quinto dia post-IM. En el corazon infartado es posible apreciar
la escara de color blanquecino que se extiende a lo largo del ventriculo izquierdo (flecha negra). (C) Corte
transversal del corazén de una rata sham al quinto dia post-procedimiento quirtrgico (D) Corte transversal
del corazdn de una rata infartada a la que se le extrajo el corazon al quinto dia post-IM. En el corazdn
infartado es posible apreciar el adelgazamiento de la pared del ventriculo izquierdo En las fotografias C y
D la flecha negra indica la pared ventricular izquierda.
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Identificacion de las proteinas que se encuentran diferencialmente en el ventriculo

izquierdo de ratas sham e infartado al quinto dia post-procedimiento quirirgico.

Los resultados obtenidos por Luz y col. (2007) demostraron que es posible detectar
MSC en el torrente sanguineo de ratas infartadas al tercer, quinto y séptimo dia post-IM,
con un méximo al quinto dia post-IM (presencia de MSC en el torrente sanguineo en un
80% de los animales). Dado que se desconoce la ventana de tiempo en la que es
generada la sefial de movilizacién de MSC, se escogi6 el dia en que se observé un mayor
néimero de animales en los que existia movilizacion de MSC para realizar los andlisis
proteémicos, es decir, todos los andlisis se realizaron comparando el proteoma del
ventriculo izquierdo de ratas sham versus el de ratas infartadas, transcurridos cinco dias
del procedimiento quirtirgico.

Con el fin de poder comparar el proteoma del ventriculo izquierdo de los animales que
se encontraban en la condicién antes sefialada, se extrajeron las proteinas totales de tres
muestras biolégicas pertenecientes a la condicién sham y tres muestras biologicas
pertenecientes a la condicién infartada, las que fueron agrupadas segin su condicidon
para generar pooles de acuerdo al protocolo descrite en la metodologia. Una vez
constituidos los pooles, las muestras se cargaron en un gel SDS-PAGE para separar las
proteinas por PM, y en geles bi-dimensionales para separarlas tanto por pI como por
PM, lo que permite visualizar un mayor niimero de proteinas.

En el gel SDS-PAGE no se observan grandes variaciones en el patrén de bandeo para las
distintas replicas técnicas, lo que demuestra el buen nivel de repetibilidad alcanzado

entre los geles en que se cargaron proteinas de una misma condicién (Figura 16).
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En el caso de los geles bi-dimensionales la situacioén no fue muy diferente pues se logrd
obtener geles con un patrén de spots muy similares entre los geles en que se cargaron
proteinas de una misma condiciéon. En la Figura 17 se muestra un gel bi-dimensional
representativo de proteinas totales de ventriculo izquierdo de rata sham e infartada,

respectivamente.
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Figura 16: Gel SDS-PAGE de protefnas totales de veniriculo izquierdo de ratas sham e infartadas,
al quinto dia post-procedimiento quirdirgico. Cuatro microgramos de proteinas totales provenientes del
pool perteneciente a la condicién sham y 4 pg del pool perteneciente a la condicién infartada, fireron
separadas por PM en un gel SDS-PAGE de 17 cm de largo al 12%. Se cargd 2 pg de un estéandar de PM,
El gel fue tefiido con la tincidn fluorescente Deep Purple.
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Figura 17: Geles bi-dimensicnales de profeinas totales de veatriculo izquierdo de ratas sham e
infartada, al quinto dia post-procedimiente quirirgico. Cien microgramos de proteinas provenientes
del pool perteneciente a la condicién control (A) y de la condicién infartado (B) fueron separadas por pl'y
PM en geles bi-dimensionales. Los geles SDS-PAGE de 17 cm de ancho por 17 cm de alto utilizados en la
segunda dimension fueron hechos con un gradiente de poliacrilamida del 11,5 al 14%. Los geles fueron
tefiidos con la tincidn fluorescente Deep Purple. Los nimeros (sN°) indican la ubicacién en el gel de los
spots que cambian su abundancia y que fueron secuenciados.
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Para los spots de cada condicion se determind el coeficiente de variacion (CV),
parametro que permite discriminar si la abundancia de las proteinas permanece constante
entre Jas distintas replicas. Dicho coeficiente se obtiene al dividir el valor de la
desviacion estandar del %V de un spot por el valor promedio del %V de ese spotf en
particular, Al realizar este calculo el resultado no fue superior a 0,5 para la mayoria de
las proteinas (dato no mostrado). Este nimero representa la méxima variacién sugerida
por algunos autores para las desviaciones propias de los geles bi-dimensionales (Cloe L.
y col., 2003; Molloy M. y col., 2003).

A pesar de que se utilizé un gel SDS-PAGE que tenia 17 cm de largo para separar las
proteinas por PM, no fue posible detectar un mayor nimero de bandas que las
observadas en un gel de tamafio estdndar (Figura 16). En el caso de los geles bi-
dimensionales (Figura 17) si fue posible detectar diferencias en el patrén de abundancia
de las diferentes condiciones. Del total de spots analizados, 25 cambiaron
significativamente, Cabe destacar que de los 1000 spots detectados, 601 de ellos fueron
analizables por estar bien resueltos y por su buen nivel de repetibilidad entre las replicas.
En la mayoria de los casos las diferencias resultaron ser sutiles, siendo diffcil apreciarlas
a simple vista. Con la ayuda del programa Delta 2D y el posterior andlisis estadistico fue
posible determinar los cambios significativos entre ambas condiciones, ya sea aumento o
disminucién en la abundancia de algunos de los spofs.

La Figura 18 ilustra los cambios en la abundancia de los 9 spots seleccionados para su
identificacién mediante espectrometria de masa (MS/MS), siendo considerados positivos
debido a que su mowse score estaba por sobre un percentil de significancia del 95%. La

Tabla 4 resume algunas de las caracteristicas e informacion de estas proteinas.
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Figura 18: Identificacién de proteinas de ventriculo izquierdo de rata que presentan cambios
significativos en su abundancia entre las condiciones sham e infartado, al quinto dia post-
procedimiento quirdrgico. Cambios estadisticamente significativos en la abundancia de varias proteinas
fueron identificados en geles bi-dimensionales. En la figura se representan en forma de barras, con sus
respectivas desviaciones estandar, los cambios en la abundancia de las proteinas secuenciadas. La
localizacion de las proteinas en geles representativos de cada condicion se ilustra en recuadros que se
encuentran sobre sus respectivas barras, con una flecha indicando especificamente el spor analizado,
mientras que el nimero de cada proteina se encuentra en la parte superior de cada esquema. Las barras, al
igual que los recuadros de color verde, representan las proteinas en la condicion sham mientras que las
barras y recuadros de color rojo representan la condicion infartado. El eje de las ordenadas corresponde a
unidades arbitrarias y el analisis fue realizado sobre la base de los resultados obtenidos desde 3 replicas
técnicas.
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Identificacién de las proteinas que se encuentran diferencialmente en el plasma de

ratas sham e infartadas al quinto dia post-procedimiento quirirgico.

Se comparé el proteoma del plasma de ratas sham con el de ratas infartadas, que se
encontraban en el quinto dia de ocurrido el procedimiento quirdrgico. Al igual que en el
caso de las muestras de proteinas de ventriculo izquierdo de rata se logrd una buena
repetibilidad al nivel del bandeo en el gel SDS-PAGE como en el patrén de spots de los
geles bi-dimensionales. El coeficiente de variacién no fue superior a 0,5 para la mayoria
de los spots (dato no mostrado).

A diferencia del gel SDS-PAGE (Figura 19), los geles bi-dimensionales (Figura 20)
permitieron detectar diferencias en el patron de abundancia de las diferentes
condiciones, y con la ayuda del programa Delta 2D y el posterior analisis estadistico fue
posible detectar cambios significativos entre ambas condiciones. Del total de los spots
analizados, 40 de ellos cambiaron significativamente. Cabe destacar que de los 350
spots detectados, 269 de ellos fueron analizables.

La figura 21 ilustra los cambios en la abundancia de los 9 spots seleccionados para su
identificacién mediante espectrometria de masa (MS/MS), siendo considerados positivos
debido a que su mowse score estaba por sobre un percentil de significancia del 95%. En

la Tabla 5 resumen la informacién de estas proteinas.
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Figura 19: Gel SDS-PAGE de proteinas totales de plasma de ratas sham e infartadas, al quinto dia
post-procedimiento quiridrgico. Cuatro microgramos de proteinas totales provenientes del pool
perteneciente a la condicion sham y 4 pg del pool perteneciente a la condicién infartada, fueron separadas
por PM en un gel SDS-PAGE de 17 cm de largo al 12%. Para determinar de manera aproximada el rango
de PM que tenifan las protefnas se cargd 2 pg de un esténdar de PM. EI gel fue tefiido con la tincién
fluorescente Deep Purple.
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Figura 20: Geles bi-dimensionales de proteinas totales de plasma de ratas sham e infartadas, al
quinte dia post-procedimiento quirirgico. Cien microgramos de proteinas totales provenientes del poo!
perteneciente a la condicion sham (A) y pertenecientes a la condicién infartado (B) fueron separadas por
pl y PM en geles bi-dimensionales en gradiente (11,5 — 14%} de 17 cm de ancho por 17 cm de alto. Los
geles fueron tefiidos con la tincidn fluorescente Deep Purple. Los nttmeros (sN°) indican la ubicacién en el
gel de los spots que cambian su abundancia y que fueron secuenciados.

58




SO 22 SPOYT 68 SPOYL 88

SPOT 156 SPOYL 137 SPOYT 138

SPOT 174 PO 195 SPOT 201
— P e L

# i # =
.

L

Figura 21: Identificacién de proteinas de plasma de rata que presentan cambios significativos en
abundancia entre las condiciones sham e infartado, al quinto dia post-procedimiento quirtirgico.
Cambios estadisticamente significativos en la abundancia de varias proteinas fueron identificados en geles
bi-dimensionales. En la figura se representan en la forma de barras con la desviacion estandar de las
mediciones realizadas los cambios en la abundancia de las proteinas enviadas a secuenciar. La
localizacion de las proteinas en geles representativos de cada condicion se ilustra en recuadros que se
encuentran a la derecha de sus respectivas barras, con una flecha indicando especificamente el spot
analizado, mientras que el niimero de cada proteina se encuentra en la parte superior de cada esquema.
Las barras, al igual que los recuadros de color verde. representan las proteinas en la condicién sham
mientas que las barras y recuadros de color rojo representan la condicion infartado. El eje de las
ordenadas corresponde a unidades arbitrarias y el andlisis fue realizado sobre la base de los resultados
obtenidos desde 3 replicas técnicas.

.
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DISCUSION

Puesta a punto de un protocolo de extraccion eficiente de proteinas de corazén y de
plasma de rata, estandarizacién de las condiciones de corrida para la primera y

segunda dimensién, y determinacion de la tincion mis adecuada

La etapa mds importante en ¢l proceso de obtencidén de geles bi-dimensionales es la
preparacién de la muestra, Cualquier modificacion introducida artefactualmente en esta
etapa puede invalidar mas tarde los resultados (Macri J. y col., 2001). De esa forma, el
excelente poder de resolucion de los geles bi-dimensionales es un “arma de doble filo”,
ya que no discrimina entre modificaciones post-traduccionales y modificaciones
artefactuales (Jager D. y col. 2002).

No existe un método tnico para la preparacion de muestras, ellos varfan segin la
naturaleza de éstas y segin lo que se desee analizar (proteinas con determinadas
caracteristicas fisicoquimicas o una determinada localizacién subcelular, entre otras),
pero existen algunas consideraciones generales que deben ser tomadas en cuenta para
cualquier tipo de muestra. El tampén de extraccion de proteinas seleccionado debe ser
capaz de solubilizar la mayor cantidad posible de proteinas de un tejido/célula o
compartimiento celular. Para ello debe lograr romper enlaces i6nicos, puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofobicas y puentes disulfuro, en condiciones que deben ser
compatibles con el IEF (Shaw M. y Riederer B., 2003).

En el caso de las muestras de corazon existen en la literatura una serie de protocolos

para la extraccion de proteinas, debido al amplio uso de la protedmica como herramienta
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para el esiudio de las alteraciones en la abundancia de proteinas en diferentes
enfermedades cardiacas los que, en su gran mayoria, tienen como fin identificar nuevos
marcadores moleculares (McGregor E. y Dunn M., 2006; Loscalzo J., 2003; Dos
Remediobs C. y col, 2003; Jager D. y col,, 2002; Macri J. y Rapundalo S., 2001). El
protocolo utilizado en esta tesis para la exfraccion de proteinas de corazén mostrd ser
eficiente pues al correr geles SDS-PAGE fue posible apreciar un patrén de bandas
discretas, en donde se observaron proteinas en un rango de PM desde 14 kDa hasta 116
kDa (Figura 5). Ademads, el rendimiento fue adecuado ya que la cantidad de proteinas
obtenidas a partir de 100 mg de tejido fue de alrededor de 8 mg, lo que permitié
disponer de una cantidad adecuada de cada muestra, tomando en cuenta que por lo
general, en un gel bi-dimensional se utilizan entre 50 pg y 500 pg de proteinas.

Para la obtencidén de proteinas totales de plasma y suero también existen una serie de
protocolos. En este caso, a diferencia de lo que ocurre al extraer proteinas desde un
tejido, su obtencion es mas simple debido a que las proteinas ya se encuentran en
solucidn. Asi, el énfasis estd puesto en el desarrollo de técnicas que permitan remover
las proteinas mas abundantes que pueden enmascarar a otras protefnas - como es el caso
de la albiimina que representa cerca del 55% de las proteinas totales del plasma en
humano — y limita la cantidad de proteinas que mds tarde pueden ser visualizadas en un
gel bi-dimensional (Colantonio D. y col., 2005; Fu Q. y col., 2005; Bjdrhall K. y col.,
2004; Ahmed N. y col., 2003). Este problema se acrecienta producto del amplio rango
dindmico de las proteinas presentes en este tipo de muestras pues es posible encontrar
proteinas como la albimina que tiene un rango normal de concentracién de 35-50 x 10°

pg/ml y proteinas como la interleuquina-6 (IL-6) que tiene un rango normal de
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concentracién de 0-5 pg/ml, de manera que el rango dindmico en este sistema es de
cerca de nueve ordenes de magnitud (Hunsucker S. y Duncan M., 2006; Anderson N. y
Anderson N., 2002). Es por ello que se planted, en el transcurso de este trabajo, el uso de
técnicas especialmente diseftadas para la remoci6n de proteinas abundantes en el plasma.
Los resultados obtenidos al tratar las muestras de plasma con el kit “Aurum serum
protein mini”, utilizado para remover albtimina e Ig, no fueron los esperados. Si bien se
logré remover un buen porcentaje de ambas proteinas también se observé la remocidén
inespecifica de otras. En geles SDS-PAGE se observé que algunas de las bandas que
aparecian en las muestras de plasma no tratado no se encontraban presentes en las
muestras depletadas (Figura 11). Este resultado podria deberse a que uno de los
componentes del kit es el fluordéforo “Cibacron Blue F3GA”, que tiene una alta
capacidad de unir albimina pero no es selectivo para ella v, si bien en el desarrollo del
kit se han optimizado las condiciones que permiten aumentar la afinidad por las
moléculas de albimina, esto no es garantfa de que no ocurrird remocidn inespecifica.
Dado que se desconoce a priori cuales proteinas estdn involucradas en el proceso de
movilizacién de las MSC es importante poder analizar el mayor numero posible de
protefnas, por lo que la perdida de algunas proteinas durante el tratamiento dirigido a la
remocion de albuminas e Ig no responde a las necesidades del estudio.

La electroforesis en geles bi-dimensionales es uno de los métodos més utilizados para el
andlisis y caracterizacion de proteinas. La técnica permite separar moléculas cargadas, y
explota diferencias en movilidad de las proteinas cuando se les somete a la accién de un
campo eléctrico, permitiendo ademds obtener una alta resolucién, ya que es posible

-

resolver mezclas complejas de proteinas en un vinico evento experimental. La separacion
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se hace inicialmente en base al pI de las proteinas, y en un segundo paso, por su PM
mediante una electroforesis en geles SDS-PAGE. El desarrollo de gradientes
preestablecidos de pH (JPG: Immobilized pH Gradient Strips) utilizados en la primera
dimensidén ha contribuido sustancialmente a la gran acogida de la técnica. Estos
gradientes de pH inmovilizados han dado lugar a una gran repetibilidad, permitiendo un
mejor andlisis de los resultados obtenidos (Hunsucker S. y Duncan M., 2006).

Con el objetivo de mejorar la resolucién de las protefnas de corazén en los geles bi-
dimensionales se hizo una serie de pruebas, tanto a nivel de la primera como de la
segunda dimension. En la actualidad es posible disponer comercialmente de strips con
diferentes gradientes de pH, con extremos comprendidos entre pH 3 a pH 12, y
diferentes largos que van desde 7 a 24 cm. En una primera etapa se escogi utilizar las
condiciones de isoelectroenfoque que permitian obtener un panorama general, es decir,
se utilizaron sfrips con un rango de pH amplio. Se determiné que se obtenian mejores
resultados a nivel de la separacién de las proteinas de corazén en la primera dimension
al utilizar un sfrip con un rango de pH de 3 a 10 NL. Esto se debe a que las proteinas
obtenidas desde el ventriculo izquierdo de rata posefan en su mayoria un pl en el rango
de 4 a 8, rango en el que los strips con gradientes de pH NL permiten separar mejor las
proteinas con estos PI (Figura 7).

Por oira parte, para mejorar la resolucién de los spofs en la segunda dimensién se
reemplazo ¢l uso de un sistema continuo, en el que existe un tnico gel separador, por un
sistema discontinuo o de Laemmli, en el que existe un gel concentrador y un gel
separador. Esto permitio que los spofs que presentaban “forma de cometa” se

delimitaran y fueran circulares (Figura 8). Esta modificacién se obtuvo gracias al efecto
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del gel concentrador, el que permite que las proteinas ingresen al gel separador
practicamente al mismo tiempo, por efecto de su tamafio de poro y pH, lo que mejora
considerablemente la resolucién de los geles.

En una tercera etapa se adicioné anfolitos con un rango de pH 3-10 con el fin de
solucionar el problema de “streaking” horizontal, fenémeno que se produce debido a la
dificultad en enfocar de algunas proteinas, las cuales se presentan como bandas en Iugar
de hacerlo como circulos. Los anfolitos son moléculas pequefias, solubles y anfotéricas,
con alta capacidad tamponante cerca de su pl. Estas moléculas aumentan la solubilidad
de las proteinas al ayudar a estabilizar sus cargas e inhiben la interaccién entre las
proteinas y las inmobilinas presentes en los strips usados para el IEF (Cafias B. y col.,
2007; Khoudoli G. y col., 2004). El adicionar estas moléculas permitié eliminar casi por
completo el problema de streaking debido a que estas moléculas incrementan el enfoque
de las proteinas en la primera dimension al aumentar su solubilidad (Figura 9) (Swatton
JE. y col., 2004).

Por otra parte, para mejorar la separacién de las proteinas en la segunda dimension, se
sustituyeron los geles con concentracién uniforme de acrilamida (12%) por geles que
tenian un gradiente creciente de concentracién de acrilamida (11,5%-14%) y en
consecuencia un gradiente decreciente en el tamafio de poro. Esto permitié que se
pudiese apreciar un mayor nimero de spots debido a que con los geles en gradiente se
incrementa el rango de pesos moleculares que pueden resolverse en un mismo gel
comparados con los que poseen un porcentaje de poliacrilamida fijo (Figura 10) (Suurs y

col., 1989).
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Finalmente, se intenté aumentar el nimero de spots que podian ser visualizados por
medio de diferentes tipos de tinciones. En este caso se utilizaron tres tipos de tincidn:
Coomassie coloidal — que tiene un limite de deteccion de entre 8-10 ng de proteina -
tincidn con Nitrato de plata — la cual posee una mayor sensibilidad que la tincién de
Coomassie ya que tiene un limite de deteccion de entre 3-5 ng, pero que posee un pobre
rango dindmico ademds de tefiir 4cidos nucleicos y lipopolisacaridos lo que puede
generar ruido; y la tincidon fluorescente Deep Purple — esta tincidn posee una gran
sensibilidad pues puede detectar menos de 1 ng de proteinas, siendo especifica para este
tipo de macromoléculas (Miller I. y col., 2006). Cabe destacar que el protocolo utilizado
para extraer las proteinas desde corazon no tenia incorporado pasos que permitieran
eliminar algunos contaminantes como Acidos nucleicos o lipopolisacaridos, s6lo se
realizaba una centrifugacion hacia el final del protocolo, por lo que es muy probable que
este tipo de contaminantes generaran ruido al tefiir los geles con Nitrato de plata. Los
mejores resultados se obtuvieron con la tincién fluorescente, pues ademds de que el
numero de spots que se logrd visualizar eran practicamente el mismo que con Nitrato de
plata, se elimind gran parte del ruido que se observaba con esta ultima tincién (Figura
11).

En el caso de los geles bi-dimensionales de plasma se utilizaron las condiciones de
corrida optimizadas para muestras de proteinas totales de ventriculo, ya que pese a que
no se puede hacer una equivalencia general entre los geles bi-dimensionales de estos dos
tipos de muestras, esto podria facilitar de algiin modo la deteccion de alguna o algunas

proteinas comunes para ambas muestras.
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Por otra parte, en el caso de las muestras de plasma que fueron tratadas con el Kif de
remocion de albumina e Ig, no fue posible cargar 100 pg de proteinas totales tal como se
hizo tanto con las muestras no depletadas como las de ventriculo. Ello debido a que se
generaban dificultades con el enfoque de las proteinas (Figura 13). Estas dificultades de
enfoque pueden haberse dado por algunoc de los componentes del tampén de elusion de
las proteinas desde la columna. Este problema no ocurrié al cargar 30 pg de proteinas, lo
que implicaba estar cargando menos de un tercio del tampén de elusién utilizado al

cargar 100 pg de proteinas durante el IEF.

Implementacion del modelo de infarto cardiaco quiriirgico en ratas

La investigacion de enfermedades utilizando tejidos humanos puede ser compleja debido
a factores tales como la escasa disponibilidad de muestras - lo que genera tamafios
muestrales pequefios - el estado de la enfermedad y la heterogeneidad de los individuos,
la que estd dada por la variabilidad genética y la historia médica de los pacientes. Una
aproximacion alternativa es el uso de modelos animales para la investigacién médica, los
que pueden ser utilizados para entender cémo se produce, como evoluciona o como
puede ser tratada una determinada enfermedad (McGregor E. y Dunn M., 2006).
Actualmente existen varios modelos animales para una serie de enfermedades humanas
tales como el Alzheimer, hipertrofia cardiaca, hipertensién, enfermedades y fallas
cardiacas, entre otras, y muchos de ellos han sido utilizados para analisis proteémicos
(Jin X. y col., 2006; Lan X. y col., 2005; Fisher S. y Marber M., 2002; Schwertz H. y

col., 2002). Particularmente para el estudio del IM el animal mds utilizado es la rata
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(Zerkowski H. y col., 2004). Uno de los aspectos de la fisiologia cardiovascular de la
rata que la hacen un mejor modelo que otros animales pequefios, como el ratén o el
conejo, es el poseer caracteristicas macro hemodindmicas que se asemejan més a la
humana, como son la presidn arterial y el volumen sanguineo, a excepcion de frecuencia
cardfaca que es mayor en las ratas.

En nuestro laboratorio se implementd la técnica de infarto quirirgico permanente en
ratas por medio de la oclusidn de la arteria coronaria descendente anterior pues, tal como
ya se menciono, en humanos es la arteria que con mayor frecuencia se ocluye y resulta
en un IM (Hansen B., 1982; Moore R., 1948).

El area miocérdica irrigada por la arteria coronaria descendente anterior es extensa,
debido a que a partir de esta nacen muchas ramas. Por lo tanto, la oclusién proximal
permite generar un aumento del drea infartada con respecto a ese mismo procedimiento
realizado en una regién mas distal al nacimiento de la arteria. Dado que las ratas
presentan una mayor reserva de funcién ventricular estas logran sobrevivir a infartos de
tamaiio importante (Moisés V. y col., 2000; Litwin S. y col., 1994). A infartos de igual
tamafio — porcentaje de perimetro infartado — las ratas mantienen una mejor funcion
ventricular que los humanos. Esto explica que los animales infartados por medio de esta
técnica sobrevivan, siendo en el caso de esta tesis la sobrevida superior al 80% al quinto
dia después de realizada la oclusién permanente de la arteria coronaria descendente.

En los individuos que han sufride un IM se reconoce macroscépicamente la necrosis
después de 24 horas de establecida la isquemia. Esta se presenta como un territorio mal
delimitado, de color palido amarillento, a veces con focos hemorragicos. En los dias

siguientes aparece claramente delimitada por sus contornos cartogrificos, color amarillo
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opaco y un halo hemorrdgico (Chuaqui B., 2005). A la vez, es posible apreciar un
adelgazamiento de la pared del ventriculo tras el infarto (Bertomeu-Gonzélez V. y col.,
2005). Es por esto que tanto el enblanquecimiento asi como el adelgazamiento de la
pared del ventriculo izquierdo fueron utilizados como indicadores de infarto en las ratas.
Con el modelo de infarto quirdrgico implementado fue posible visualizar en el 83% de
los animales tanto la escara de color blanquecino-amarillenta como el adelgazamiento de
la pared del ventriculo izquierdo, lo que refleja la efectividad de la estrategia utilizada

(Figura 15).

Identificacion de las proteinas que se encuentran diferencialmente en el ventriculo

izquierdo de ratas infartadas al quinto dia post-IM

El desarrollo de esta tesis permitio demostrar que, en el ventriculo izquierdo de ratas, 25
proteinas presentan una abundancia distinta al quinto dia post-IM entre individuos
infartados y no-infartados. Para determinar la identidad de estas proteinas estas fueron
enviadas a secuenciar via espectrometria de masas. Cabe destacar que a pesar de que la
tincién fluorescente Deep Purple es compatible con la espectrometria de masas, no se
disponia de un {ransiluminador que permitiera visualizar y escindir los spots a simple
vista. Debido a ello se utilizé Coomassie coloidal para tefiir los geles de donde se
escindirian las proteinas que serian secuenciadas. El Coomassie coloidal, a diferencia de
la tincién con Nitrato de plata, ta’mbién es compatible con la espectrometria de masas,
pero para intentar solucionar el problema de su menor sensibilidad fue necesario cargar

una mayor cantidad de proteinas totales. Pese a ello no fue posible visualizar las 25
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proteinas que presentaron una abundancia diferencial en las muestras de ventriculo
izquierdo de animales infartados, por lo que se secuenciaron solo aquellas que eran

facilmente reconocibles. Las 9 proteinas identificadas son:

Anhidrasa carbénicall (4 1)

La anhidrasa carbonica {(CA) fue descubierta por primera vez en eritrocitos humanos en
el afio 1932. Actualmente han sido reportadas mas de 15 isoenzimas de CA entre las que
destaca la CA II por tener una mayor eficiencia catalitica (Chen J. y col., 2007,
Vuillemin M. y Pexieder T., 1997). La CA juega un rol importante en el metabolismo
del diéxido de carbono y la regulacion del pH intracelular (Chen J. y col., 2007). Esta
enzima cataliza la reaccidn reversible que involucra la hidratacién del diéxido de
carbono (CO,) y la deshidratacion del acido carbonico (H,CO3).

La CA II es una proteina citoplasmatica de 29 kDa que se encuenira presente en los
globulos rojos y en una amplia variedad de tejidos. En adicién a su funcién en la
hidratacién reversible del CO, que produce HCO;" y protones (H'), la CA I juega un rol
en la mantencién del balance dcido-base, el intercambio idnico y la secrecién de fluidos
(Vuillemin M. y Pexieder T., 1997).

Es conocido que algunas isoformas de la CA son expresadas por las células cardiacas,
aunque su actividad ha sido descrita como relativamente modesta. La isoforma II de la
CA no fue identificada en el miocardio hasta el afio 1997, cuando estudios llevados a
cabo por el grupo de Vandervelde mostraron la presencia de la proteina en zonas
especificas del ventriculo izquierdo de embriones de ratones (Vandervelde S. y col,

2006; Vuillemin M. y Pexieder T., 1997). Hasta el afio 2005 la CA II nunca habia sido
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identificada en miocardio de algin organismo adulio. Estudios realizados ese afio
utilizando el analisis de microarray de corazones humanos adultos permitieron
identificar ARNm de CA Il en este tejido y recientes estudios mostraron evidencias de la
expresion de CA II en cardiomiocitos de ratén aislados utilizando immunoblotting
(Alvarez B. y col., 2007).

Los resultados de esta tesis reflejan por primera vez un aumento en la abundancia de la
proteina CA II en individuos infartados, aumento que podria estar relacionado con la
disminucién en el pH que se genera en las células cardiacas luego de ocurrido un IM
(Cesan P., 2005).

Por otra parte, luego de un IM no solo se genera la remodelacién de la zona infartada
sino también de la zona no infartada, la que se caracteriza por una respuesta hipertréfica
que funcionalmente compensa, al menos inicialmente, la perdida de cardiomiocitos
(Anversa y col., 1985). Un estudio realizado en el afio 2007 indic6 que la inhibicion de
CA 11 y otras isoformas de CA previenen y revierten la hipertrofia de los cardiomiocitos,
lo que sugiere que la inhibicién de CA podria representar una aproximacion terapéutica
efectiva para la mitigacién del fenotipo hipertréfico de los cardiomiocitos de la zona no

infartada (Alvarez B. y col., 2007).

Cadena liviana de la Ferritina ~ ( 4)

La Ferritina es una proteina que estd compuesta por dos tipos de subunidades, una
cadena pesada de 21 kDa (H) y una cadena liviana de 19 kDa (L). En las células de los
mamiferos, la Ferritina funcional consta de 24 subunidades totales. La funcidn principal

de la Ferritina es el almacenamiento de hierro intracelular y la detoxificacion. La
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subunidad H cataliza el primer paso en el almacenamiento del hierro, o sea, la oxidacién
del ion ferroso (Fe*). La subunidad L cataliza la formaci6n del micleo férrico en el seno
de la molécula. La proporcién de las subunidades H y L varia entre las especies y los
tipos de tejido. La Ferritina del higado y del bazo, organos conocidos como
almacenadores de hierro, estd compuesta predominantemente por la subunidad L,
mientras que en Organos con bajo contenido de hierro, tales como el corazén y el
pancreas, estd compuesta principalmente por la subunidad H (Grange E. y col., 2006;
You S. y col., 2003; Cairo G. y col., 1991).

Existen reportes de que ocurre regulacion de los niveles de las subunidades H y L a nivel
transcripcional, post-transcripcional y traduccional. Varios estudios han concluido que la
Ferritina protege las células del estrés oxidativo por medio de la mantencién de la
homeostasis del hierro. Estos estudios demuestran que un incremento en los niveles de
Ferritina reducen el pool de hierro lébil y limitan el Fe** disponible para participar en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (You S. y col., 2003; Cairo G. y col,,
1991).

En un estudio realizado por el grupo de You en el afio 2003, pacientes con
arterosclerosis coronaria, patologia que es reconocida como una enfermedad
inflamatoria, presentaron un aumento en los niveles de Ferritina por lo que se planteo
que la proteina podria estar siendo sobreregulada por citoquinas proinflamatorias, tales
como el factor necrético tumoral o (TNF-¢) e IL-1a. Méas atfin, se postulé que un
incremento en la expresion de la cadena liviana de la Ferritina podria ser un marcador de
inflamacidn, pero quedé abierta la pregunta sobre si el incremento en la expresién de

esta proteina es una causa o una consecuencia de la arterosclerosis coronaria.
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En la presente tesis fue posible observar un aumento en la abundancia de la cadena
liviana de la Ferritina. El IM estd asociado con una respuesta inflamatoria que
probablemente este gatillando un aumento en los niveles de la cadena liviana de la
Ferritina como estrategia para proteger al 6rgano del fuerte estrés oxidativo que se
genera. Asi, los resultados obtenidos en esta tesis y los resultados del grupo de You
permiten sugerir que tal vez el aumento en la expresion de la proteina podria ser una
consecuencia del proceso inflamatorio que acompafia a la arterosclerosis coronaria.

Por otra parte, es importante destacar que nuestros datos nos indican que durante el IM
se genera una regulacién de los niveles de las subunidades H y L, que favorecen la
formacién de la unidad liviana. Como ya fue mencionado anteriormente, el corazén en
condiciones estables es un 6rgano con bajo contenido de hierro, en el cual la ferritina
estd compuesta principalmente por la subunidad H, a diferencia de lo que ocurre en

organos almacenadores de hierro.

Cadena pesada de la miosina, polipéptido 6 (fragmento)  ( 4)

La miosina es una proteina hexamérica compuesta por un par de cadenas pesadas de
miosina y dos pares de cadenas livianas (no idénticas). Esta es una de las moléculas con
un importante significado funcional para la mejora en la respuesta cardiaca pues
representa el motor molecular del misculo.

Existen dos tipos de cadenas pesadas en el corazon de los mamiferos, la cadena pesada a
y la B. La cadena pesada a de la miosina tiene una mayor actividad ATPasa que la
cadena pesada P, y en corazones roedores, la velocidad contréactil se correlaciona con la

cantidad relativa de cada miosina. Corazones que expresan més la cadena pesada o
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poseen una velocidad contractil més ripida que aquellos que expresan mayormente la
cadena pesada . La cadena pesada de la miosina, polipéptido 6, es una cadena pesada
del tipo o (Miyata S. y col, 2000).

Se ha reportado que en los ventriculos cardiacos de mamiferos pequefios, la cadena
pesada o representa mas del 90% del total, mientras que en humanos la cadena pesada f3
predomina, ya que corresponde al 95% del total (Miyata S. y col, 2000; Nakao K. y col.,
1997).

Cuando se produce un IM se gatilla la fragmentacion de las cadenas livianas y pesadas
de la miosina. No es posible detectar en el plasma los fragmentos de la cadena pesada de
la miosina antes de 2 dias de ocurrido el IM y los niveles superjores se detectan 5 a 6
dias més tarde (Hornykewycz S. y col., 1994).

Los resultados de esta tesis indican un aumento en la abundancia de un fragmento de la
cadena pesada de la miosina 6, lo que podria ser el resultado de la protedlisis que podria

estar ocurriendo durante la necrosis celular.

Disulfuro isomerasa3  ( 4)

Las proteinas disulfuro isomerasas (PDIs) constifuyen una familia de enzimas
estructuralmente relacionadas que catalizan la formacién de enlaces disulfuro, y la
reduccién o isomerizacion de proteinas recién sintetizadas en el lumen del reticulo
endoplasmatico (RE). Estas protefnas también actiian como chaperonas y son, por lo
tanto, parte de un sistema de control de calidad para el correcto plegamiento de proteinas

en el mismo compartimiento subcelular (Turano C. y col., 2002).
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El estrés genera la acumulacién de proteinas mal plegadas en el RE, episodio que gatilla
la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Esta respuesta reduce la cantidad de
proteinas mal plegadas mediante la induccion de chaperonas, que promueven el correcto
plegamiento de las proteinas; la reduccion general de la sintesis de proteinas y la
regulacién de la degradacién de proteinas mal plegadas via el sistema ubiquitina-
proteosoma. La acumulacién persistente de proteinas mal plegadas causa disfuncién y
muerte celular involucrada en varias enfermedades humanas (Azfer A. y col., 2006).

En la literatura se ha reportado que frente a un episodio de hipoxia cerebral se genera un
aumento en los niveles del ARNm y la proteina PDI y se sugiere que esta proteina
podria jugar un rol en la resistencia al dafio generado por la isquemia (Tanaka S. y col,,
2000). De la misma forma, en ratones MCP (proteina del cofactor de membrana) -
expresan MCP-1 especificamente en el corazén — que manifiestan una serie de
caracteristicas de una cardiomiopatia isquémica en humanos, se ha observado que existe
un aumento en la expresion de las PDI (Azfer A. y col., 2006).

Resultados recientemente publicados por el grupo de Severino, muestran que dentro del
primer dia después del infarto en humanos se genera un aumento en la expresion del gen
que codifica para la PDI en regiones viables del miocardio que son periféricas al infarto.
Las consecuencias funcionales de esta sobre-expresion, demostradas tanto in vifro como
in vivo en modelos de isquemia-hipoxia cardiaca, fueron un significativo decrecimiento
de la razén de apoptosis de los cardiomiocitos y, consecuentemente, una remodelacion
ventricular méas favorable. A ojos de este grupo de investigadores estos resultados
sugieren fuertemente que la PDI juega un rol clave en la proteccién del miocardio

después de un infarto (Severino A. y col,, 2007).
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Los resultados de esta tesis indican que se genera un aumento en la abundancia de PDI 3
en la condicién infartada, lo que viene a corroborar los resultados obtenidos por otros

grupos de investigacidn.

DIl (v)

DJ-1, también llamada CAP-1 6 SP22, es una protefna ubicuamente expresada, que
inicialmente fue identificada como un oncogen. Dentro de sus funciones se ha propuesto
que esta participa en la defensa celular contra el estrés oxidativo, lo que se ve reflejado
en el cambio en su pl desde 6,2 a 5,8, cuando se tratan células con H;0,. Mas
recientemente se ha sugerido que esta proteina podria funcionar como una chaperona
sensible al estado de oxido-reduccién (Zhang L. y col., 2005; Olzmann J. y col., 2003).
Un estudio proteémico realizado por el grupo de Fert-Bober (2008), realizado en
corazones de ratas infartadas, mostr6é un aumento en la abundancia de la proteina DJ-1, a
diferencia de lo detectado en este trabajo (Fert-Bober J. y col., 2008). Una posibilidad
que podria explicar esta diferencia en los resultados es que nuestro grupo haya detectado
la disminucién de la isoforma con pl 6,2, pero debido a la proximidad de pI de ambas

isoformas no fue posible discriminar si esto era asi.

Guanina desaminasa (4)

La deplecién de nucleétidos puricos es caracteristica de la isquemia al miocardio. Se ha
observado que los nucle6tidos de guanina decrecen en paralelo con nucledtidos de
adenina, lo que trae graves consecuencias al metabolismo celular. El pool de nucleétidos

es degradado a hipoxantina y xantina, y la restauracién de los niveles de nucledtidos en
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el corazén post-isquémico requiere de varios dias (Raghuvanshi R. y col., 2007;
Geisbuhler T. y col., 1991; Geisbuhler T. y col., 1987).

La guanina deaminasa (GDA) cataliza la deaminacién hidrolitica de la guanina para
producir xantina y amonio. La xantina a su vez es un producto que puede ser oxidado a
urato por la enzima xantina oxidasa (XO) generdndose como productos adicionales el
radical anién superéxido (Oz) y/o perdxido de hidrogeno (H.O»), especies altamente
toxicas para el organismo (Broche F. y col., 1996; Tarantola M. y col., 1991).

Los resultados de esta tesis muestran un aumento en la abundancia de la GDA al quinto
dia post-IM. Esta enzima probablemente estd contribuyendo a la deplecion de

nucleétidos guanina por medio de su transformacion en xantina y amonio.

NADH deshidrogenasa (ubiquinona) 1 alfa subcomplejo 10 { v})

NADH:ubiquinona oxidoreductasa o Complejo I es el mayor de los cinco complejos de
la cadena transportadora de electrones de la mitocondria, con un peso molecular
aproximado de 980 kDa. El complejo I es una enzima multimérica unida a la membrana
que estd compuesto por 46 subunidades. Una de las subunidades de este complejo es una
proteina de 42 kDa llamada deshidrogenasa (ubiquinona) 1 alfa subcomplejo 10 (Nduia
10) (Schilling B. y col., 2005). Ndufa 10 es un componente de la fraccién hidrofobica
del complejo y tiene actividlad NADH deshidrogenasa y oxidoreductasa. Esta proteina
transfiere electrones desde NADH hacia la cadena de transporte de electrones.

Durante el proceso inflamatorio que se gatilla producto del IM, se generan ROS que
pueden dafiar varios componentes celulares tales como proteinas, lipidos y ADN. Por lo

tanto, la mitocondria — lugar en que mayoritariamente se generan las ROS — también
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puede resultar dafiada. Este dafio se ve reflejado en el dafic en su ADN (ADNmt) asi
como en una declinacion en los niveles de transcripcion del ARN mitocondrial, sintesis
proteica y funcién mitocondrial. El ADNmt es mds susceptible al ataque oxidativo que
el ADN nuclear, posiblemente por su proximidad a la cadena respiratoria en la
membrana interna de la mitocondria, 1a falta de proteinas tipo histona que lo protejan y
pobre actividad reparatoria contra el dafio. Ya se ha reportado que la transcripeion de
algunos genes del ADNmt decrece en ratones entre un 30% a un 50% durante un IM en
comparaci6n a la condicién sham, incluyendo subunidades del complejo I, complejo II,
complejo IV y ARN ribosomal (Ide T. y col., 2007).

Recientemente ha sido publicada una revisién en donde se ha descrito como la
mitocondria es blanco de dafio durante procesos de isquemia cardiaca, incluyendo las
cadenas transportadoras de electrones. Pasados 10 a 20 minutos de isquemia decrece la
actividad del complejo I dado un decrecimiento en los componentes NADH
deshidrogenasa, probablemente debido a la pérdida de los flavin-nucledtidos, coenzimas
de las llamadas flavoproteinas. Los dafios a los componentes NADH deshidrogenasa del
complejo 1 pueden aumentar la fuga de electrones y la produccién de ROS (Chen Q. 'y
col., 2007).

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la abundancia de NdufalO se
encuentra disminuida en la condicién infartada lo que puede ser resultado del dafio

oxidativo que se puede generar en el ADNmt luego de un IM.
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Peroxirredoxina-3 | J’ )

La peroxiredoxina-3 (Prx-3) es una proteina mitocondrial antioxidante y miembro de la
familia Prx que puede capturar H,0; en cooperacién con el tiol y peroxinitrito. En los
mamiferos, se han identificado 6 diferentes miembros de la familia Prx (Prx-1 hasta 6).
Entre las Prx, Prx-3 es tnica pues esta localizada especificamente en la mitocondria
(Matsushima S. y col., 2006).

La mitocondria juega un rol central en la apoptosis producto de la liberacién de
citocromo ¢ y otras protefnas pro-apoptoticas. La liberacién de citocromo ¢ en el citosol
resulta en la activacién de caspasas que gatillan la formacion del apoptosoma. La
produccién mitocondrial de ROS también se cree que estd asociada con la activacion de
apoptosis. Algunos estudios indican que la generacién de ROS por la mitocondria parece
ser un evento temprano en la sefializacién apoptotica iniciada por TNF-a, ceramidas o
glutamato, mientras que otros sugieren que la produccion de ROS ocurre relativamente
tarde en las células que ya estan comprometidas a morir. Actualmente, se sabe que la
deplecién de Prx-3 resulta en un incremento en los niveles de H,0; lo que induce la
apoptosis celular (Chang T. y col. 2004). Por otra parte, se sabe que su sobre-expresion
en el miocardio de ratones modificados genéticamente con el gen que codifica para Prx
3, inhibe el remodelamiento y las fallas cardiacas después de un infarto al miocardio
(Matsushima S. y col., 2006).

Los resultados de un estudio realizado por el grupo de Brixius en el 2007, sugieren una
regulacién diferencial de los mecanismos de defensa antioxidativa en el corazén
humano. Mas especificamente, ellos describen que las isoformas de Prx 1y 2 no se ven

afectadas por la produccién de ROS, a diferencia de lo que ocurre con las Prx 3, 4,5y6
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que si se ven afectadas, pues disminuye su expresion (Brixius K. y col., 2007). En el afio
2006, el grupo de Matsushima no detecté diferencias significativas en la expresién de
Prx 3 en corazones de ratones infartadas versus los ratones controles. Esto puede deberse
a que la medici6n se realizo escindiendo los corazones 28 dfas después de realizado el
infarto, tiempo en el que pueden haberse normalizado los niveles de expresién de Prx 3
pues ya podria haber terminado o disminuido la generacién de ROS (Matsushima S. y
col., 2006).

Los resultados de esta tesis indican que los niveles de esta proteina se encuentran
disminuidos en los animales infartados, resultados que se correlacionan con los
obtenidos por el grupo de Brixius en el 2007. La disminucién en los niveles de esta
proteina podria estar correlacionada con la muerte por apoptosis de las células cardiacas

producto del IM.

Identificacién de las proteinas que se encuentran diferencialmente en el plasma de

ratas infartadas al quinto dia post-IM, en las que se detectd la movilizacion de MSC

Del total de spots analizados, 40 cambiaron significativamente entre individuos al quinto
dia post-infarto e individuos no-infartados, pero solo 9 fueron enviadas a secuenciar. A

continuacién se describe en detalle Ia funcién de las proteinas secuenciadas:
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Apolipoproteina A- TV (4)

La apolipoproteina A-IV (Apo A-IV) es una glicoproteina de 46 kDa producida casi
exclusivamente en el intestino delgado de los humanos. Pese a que ain no se logra
establecer una funcién tnica para esta proteina se ha postulado que ella podria tener un
rol importante en el metabolismo de lipidos. La Apo A-IV es producida por los
enterocitos intestinales como parte de los quilomicrones, lipoproteinas que transportan
triglicéridos y colesterol, presentes en la sangre, hacia los tejidos. En los humanos gran
parte de la Apo A-IV que se encuentra en circulacion esta unida a HDL, lipoproteina de
alta densidad que transporta colesterol (Tubb y col., 2007; Hanniman y col., 2006). En
roedores, la Apo A-IV est4 presente en el plasma en particulas de HDL, con un 59% de
la proteina siendo sintetizada en el intestino y el resto en el higado. Se ha visto que esta
proteina se encuentra regulada por factores metabdlicos asi como por estrés y que,
ademas de los clasicos roles relacionados al metabolismo de lipidos, esta proteina posee
propiedades anti-aterogénicas, la cual podria estar relacionada con su habilidad de actuar
como antioxidante (Wong y col., 2007; Hanniman y col., 2006).

En este estudio detectamos un aumento en la acumulacién de esta proteina, la que podria

estar ejerciendo una funcién protectora luego de ocurrido el IM.

Hemopexina (4+)
La Hemopexina (IHPX) es una B—Glicoprotefna plasmatica de 60 kDa, la cual consiste de
un tnico polipéptido de 439 residuos aminodcidicos y un 20% de carbohidratos. La

regulacion de la sintesis de la HPX es compleja, ya que ocurre tanto a nivel
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transcripcional como post-transcripcional. Por otro lado, la HPX ha sido definida como
una proteina de respuesta de fase aguda tipo II ya que su sintesis hepdtica es
incrementada, aunque de forma discreta, en respuesta a IL-6 pero no a interleuquina-1
(IL-1). De hecho, se han identificado elementos de respuesta a esa citoquina en los genes
de HPX tanto de rata como de humanos (Delanghe J. y Langlois M., 2001; Bernard N. y
col., 1980).

La proteina HPX es capaz de secuestrar con gran afinidad Jos grupos hemo libres desde
el torrente sanguineo y luego transportarlos hacia el higado para su degradacién. De
hecho, ha sido descrito que esta es la proteina con mayor afinidad por grupos hemo en
circulacién entre todas las proteinas que unen el grupo hemo (Wu L. y Wang R., 2005).
Es conocido que tanto el dafio fisico como las infecciones son acompafiadas de
hemolisis lo que conlleva a la liberacion de grupos hemo, los cuales son altamente
téxicos dada su capacidad de catalizar la formacion de especies reactivas y como
importante fuente de hierro para el crecimiento de bacterias (Duan X. y col., 2005). Otro
de los blancos posibles de los grupos hemo es el LDL, cuyos lpidos pueden ser
oxidados cuando los sistemas de captacién de grupos hemo de la sangre, tales como la
haptoglobulina, la albimina y la HPX son sobrepasados. Se ha observado que cerca del
10% del LDL presente en el plasma corresponde a particulas de LDL medianamente
oxidadas y que una proporcién de ellas estd vinculada al estrés oxidativo inducido
durante procesos inflamatorios (Alayash A. y col,, 2001). De hecho, los grupos hemo
son considerados uno de los causantes de la falla cardiaca después de la isquemia y

reperfusion, y la HPX ha sido descrita como la primera linea de defensa contra el dafio
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oxidativo mediado por los grupos hemo Iuego de la isquemia y la repercusion (Eskew J.
y col., 1999).

En esta tesis se detectd un aumento de una de las isoformas de HPX y la disminucion de
otra. Esto podria explicarse por la existencia de mecanismos de regulacién ya sea a nivel
transcripeional y/o post-traduccional post-IM. Al igual que Apo A-IV, HPX podria estar

ejerciendo un efecto moderador del dafio oxidativo luego del infarto al corazén.

Proteina de Unién a Vitamina D ()

La Proteina de Unién a Vitamina D, fambién conocida como Gce-globulina, es una
proteina plasmatica multifuncional formada por un tUnico polipéptido de un peso
molecular relativo de 51-58 kDa y pertenece a la superfamilia de la albumina. Esta
proteina tiene la capacidad de unirse a diversos ligandos como son los esteroles de
vitamina D, 4cidos grasos insaturados, G-actina y péptidos activadores del complemento
C5a.

Una de las funciones de la Ge-globulina es atrapar G-actina liberada desde sitios de dafic
y/o durante la necrosis celular lo que previene la polimerizacién de filamentos de actina
en la circulacién. La actina es una proteina altamente conservada, que forma parte del
citoesqueleto celular. Esta proteina esta involucrada en la movilidad celular y en la
mantencién de la forma de la célula. Esta proteina intracelular es liberada a la
circulacién sistémica después de la ruptura de la membrana celular, como resultado de la
necrosis. En el plasma la actina puede formar largos filamentos junto con el factor de

coagulacidn Va, condicién que puede gatillar coagulacion intravascular.
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La vida media de la Ge-globulina es de aproximadamente 1 dia, en cambio la vida media
del complejo G-actina-Ge-globulina es de aproximadamente 30 min., lo que genera una
disminucion en la concentracion de la Ge-globulina.

Otra respuesta en la que esta involucrada esta proteina es la liberacion, por la activacion
de células T y B, de enzimas que procesan las cadenas laterales de O-carbohidratos que
posee ella misma, transformandose en otra molécula, conocida como Ge-MAF. Esta
molécula estimula a la actividad de los macréfagos en el tejido dafiado. La respuesta
inmune es controlada por Ge-MAF, induciendo apoptosis en los macréfagos activados.
La tercera respuesta de la Ge-globulina en el tejido dafiado es la unién de neutrofilos
circulantes que estimulan la localizacién quimiotactica a determinados sitios del tejido
(Meier U. y col., 2006; Kew R. y col., 1993).

Los resultados de esta tesis reflejan un aumento en la abundancia del prepéptido y
precursor de la proteina Ge-globulina, lo que se correlaciona con lo anteriormente
expuesto ya que el IM estd asociado a un proceso inflamatorio y se genera la muerte de
cardiomiocitos por necrosis, con la consiguiente liberacién de actina y posible formacién

de filamentos en el suero.

Transtiretina (%)

La transtiretina (TTR) es una proteina tetramerica con subunidades de 127 residuos
aminoacidicos asociadas de forma no-covalente y que se encuentra frecuentemente en el
plasma y en el liquido cerebro espinal, siendo sintetizada preferentemente en el higado.
Funcionalmente, la TTR transporta hormonas tiroidales cuando se encuentra por si sola,

mientras que 2l formar complejos con ofras proteinas esta participa en el transporte de
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varios compuestos bioldgicamente activos (Kiernan U. y col., 2006; Lim A. y col,
2003). De manera similar a lo evaluado en este estudio, se ha observado que en humanos
esta proteina aumenta sus niveles en individuos que han sufrido un IM, siendo
catalogada como un candidato a biomarcador para este fenémeno. Por otro lado, se ha
postulado que la TTR podria sufrir modificaciones inducidas por el estrés oxidativo, las
cuales podrian alterar de forma especifica su actividad bioldgica (Kiernan y col., 2006).

Los resultados de esta tesis muestran un aumento en la abundancia de TTR post-IM, lo
que refuerza la hip6tesis planteada por el grupo de Ciernan, sobre que esta proteina

podria ser un buen biomarcador para este fenémeno.

Precursores de la cadena beta y gama del fibrindgeno ( f 'L )

El fibrinégeno es un precursor de la fibrina, el principal constituyente del trombo. Al
mismo tiempo esta proteina se une a las glicoproteinas IIb/Illa de las plaquetas,
funcionando como un puente molecular que permite la agregacion de las plaquetas. Esta
glicoproteina de 340 kDa sintetizada predominantemente en los hepatocitos circula por
el plasma como un dimero, estando compuesta por tres pares de cadenas de polipéptidos
denominadas 2Aa, 2BB y 2y - (Ae,BB,y)2 - las que estdn unidas mediante enlaces
disulfuro. La sintesis de la cadena Bp es la etapa limitante en los niveles circulantes de
fibrindgeno maduro (Mannila M. y col., 2007; Herington D. y Klein K., 2001).

Desde hace varios afios en un gran nimero de estudios se han reportado un aumento en
los niveles de fibrinégeno luego de ocurrido el IM, aumento que persiste por varios dias

después de ocurrido el evento y que se hace mas evidente en aquellos pacientes que no
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fueron reperfundidos (Oren H. y col., 2007; Wasilewski J. y col., 2006; Cristal N. y col.,
1983).

Los resultados de esta tesis mostraron un aumento en la abundancia de la cadena gama
del fibrinégeno pero contradictoriamente con lo anteriormente expuesto, mostraron una
disminucién los niveles de abundancia de la cadena beta. Una posible explicacién para
esta observacidn es que exista un aumento en los niveles de acumulaciones de otros

precursores de la cadena beta, no estudiados por nosotros.

Visién general

Como ya ha sido mencionado, el IM esta asociado con una reaccidn inflamatoria tanto
local como sistémica - esta ultima compuesta por una respuesta humoral y mediada por
células - que es pre-requisito para la remodelacién del miocardio. Las ROS generadas en
este proceso tienen el potencial de dafiar directamente las células que componen el
corazon y pueden estar involucradas en gatillar la cascada inflamatoria a través de la
induccién de citoquinas (Ren G. y col, 2003). Las citoquinas son polipéptidos
producidos por el miocardio isquémico, higado, macréfagos activados y linfocitos, asi
como también, el tejido adiposo. Importantes citoquinas como el factor TNF-a, IL-1 e
IL-6 son las promotoras iniciales del proceso de “sanacion” humoral post-IM.
Citoquinas como la IL-1p y la IL-6 estimulan la produccién de marcadores inflamatorios
originados en el higado, como son la proteina C-reactiva (CRP) y el fibrinégeno
(Bonvini R. y col., 2005).

Como es posible apreciar, las proteinas de corazdén identificadas en la presente tesis

estan relacionadas, en un niimero importante, con la respuesta al estrés oxidativo que se
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genera en el 6rgano luego de un infarto. Por otra parte, un nimero importante de las
proteinas de plasma que fueron identificadas, estdn relacionadas con la respuesta
inflamatoria del organismo al estrés generado producto de un IM. Mas atin, todas las
proteinas de plasma que fueron identificadas, Apolipoproteina A-IV, Hemopexina,
fibrindgeno, transtiretina y la proteina de Unién a Vitamina D, pertenecen a un grupo de
proteinas Hamadas proteinas de fase aguda. Las proteinas de fase aguda son una clase de
proteinas cuya concentracion plasmaética decrece o se incrementa en respuesta a un
estimulo inflamatorio importante, el cual gatilla una reaccién sistémica destinada a
restablecer la homeostasis del organismo (Garcia-Moll X. y Kaski J., 2000).

Uno de los procesos que se ha postulado ocurrir seguido del IM es la movilizacién de
células troncales de la medula 6sea, las que podrian cumplir un rol regenerador gracias a
su capacidad de diferenciarse en diferentes tipos celulares. En nuestro laboratorio hemos
detectado la presencia de MSC en el torrente sanguineo de ratas al quinto dia post-IM
(Luz P., 2007). Los mecanismos involucrados en el proceso de migracion, movilizacién
y homing de las células troncales en el corazén atin son desconocidos, sin embargo, se
ha postulado que algunos mediadores inflamatorios y quimioquinas podrian cumplir un
rol importante en estos procesos (Ren G. y col,, 2003).

Si bien con esta primera aproximacién no es posible afirmar que alguna de estas
proteinas identificadas esté relacionada directamente con el fendmeno de movilizacion
de MSC, debido a que los geles bi-dimensionales no permiten determinar funcionalidad
de las protefnas detectadas, es importante recalcar que ya se ha postulado que los

factores que gobiernan el proceso inflamatorio generado por un IM también podrian
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dictar el comportamiento de las células troncales, ya sea hematopoyéticas o
mesenquimadticas, en el proceso de regeneracion cardiaca (Vandervelde S. y col., 2005).
Por otra parte, existen evidencias de que la administracion via intravenosa de la proteina
G-CSF post-IM induce la movilizacion de células troncales tanto hematopoyéticas como
mesenguimaticas (Leone A. y col., 2005; Fukuda K. y Fujita J., 2005; Kawada H. y col.,
2004). Interesantemente, se ha observado que la movilizacion de células troncales
hematopoyéticas tiene un desfase de 3 a 4 dias después de comenzado el tratamiento con
G-CSF. Este desfase sugiere que una cascada de eventos biologicos secuenciales es
necesaria para que ocurra la movilizacioén (Carstanjen D. y col., 2001).

En el afio 2001, el grupo de Carstanjen determind un aumento en los niveles de IL-6 a
los dias 4 y 5 de tratamiento de individuos sanos con la G-CSF y un aumento en la
concentracién plasmatica de proteinas como CRP y la proteina de unién a
lipopolisacaridos, lo que les indicé la existencia de una respuesta de fase aguda. Atn
mas, la concentracion de CRP correlaciond significativamente con el porcentaje de
movilizacién de células troncales hematopoyéticas (Carstanjen D. y col., 2001).

En base a estos antecedentes postulamos que alguna(s) de las proteinas de fase aguda
que aumentan su abundancia podria(n) estar involucrada(s) en el proceso de
movilizacién de MSC, Para corroboralo, serd importante en un futuro determinar cuando
se produce la movilizacién de MSC en pacientes que han sufrido un IM, pues la
temporalidad podrfa ser diferente a las de las ratas, y cual es el comportamiento de las
proteinas de fase aguda, pues su comportamiento puede variar entre animales (Gruys E.
y col.,, 2005). Aquellas proteinas de fase aguda que aumenten su abundancia en

pacientes post-IM, al igual que en el caso de las ratas infartadas, seran estudiadas
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mediante estudios que permitan determinan su funcionalidad en el proceso de
movilizacién de MSC.

Cabe destacar que en base a lo aqui propuesto, es posible plantear que el o los factores
proteicos involucrados en la movilizacién de MSC podrian no ser sintetizados por el
corazén infartado, sino que por otro érgano que participe de la respuesta sistémica que
se genera producto del infarto. Este es el caso de las proteinas de fase aguda, proteinas
que son sintetizadas en el higado en respuesta al estimulo inflamatorio.

Por otra parte, es importante destacar que con esta tesis fue posible obtener un resultado
anexo a nuestros propositos, el que tiene que ver con la potencial obtencion de nuevos
marcadores moleculares que puede reflejar el grado de la respuesta inflamatoria
subyacente luego de un IM y proporcionar una medida 1til de lesién del miocardio. Esto
es importante pues no solo permite comprender algunos de los mecanismos que regulan
la reaccion del organismo frente al dafio producido por IM sino que también es posible
utilizar estas proteinas como marcadores que permitan determinar el estado en que se
encuentra un paciente antes de ser dado de alta, lo que puede ocurrir a partir del quinto
dia después de ocurrido el infarto, cuando se les da de alta a los pacientes de manera

precoz (Gutiérrez J. y col., 1998).
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CONCLUSIONES

1. Al quinto dia post-IM existe un grupo minoritario de proteinas en el corazén (4%) y

plasma (11%) de rata que cambian su abundancia.

2. Las proteinas identificadas en el ventriculo izquierdo de ratas al quinto dia post-IM
estarian involucradas en los procesos de necrosis o apoptosis celular que ocurren como

resultado de la isquemia.

3. Las proteinas identificadas en el plasma de ratas al quinto dia post-IM estarian siendo

producidas por el higado y pertenecerian al grupo denominado proteinas de fase aguda.
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PROYECCIONES

Proponemos como candidatos a factor de movilizacion a las proteinas de fase aguda que
aumentan su abundancia en el plasma de ratas infartadas en las que es posible detectar la
presencia de MSC en el torrente sanguineo.

La funcionalidad de las proteinas propuestas a candidato de factor de movilizacion -
cadena gama del fibrindgeno, transtiretina, Apolipoproteina A-IV y la hemopexina - sera
evaluada en una primera etapa mediante ensayos de movilizacion en transwells, técnica
que ya ha sido implementada por nosotros en paralelo al desarrollo de esta tesis. En caso
de que alguna de las proteinas efectivamente genere la movilizacion de estas células in
vitro, su funcionalidad sera estudiada in vivo.

De identificar él o los factores de movilizacién de MSC durante IM, estos podrian
utilizarse en una estrategia terapéutica para el IM, que consistirfa en administrarlos
inmediatamente después de producido el IMC, promoviendo asi una cardiomioplastia in
vivo que contribuirfa en la regeneracion anatémica y funcional del corazén infartado.
Por otra parte, las proteinas identificadas en esta tesis podrian utilizarse potencialmente
como marcadores moleculares tardios, que permitan determinar el estado en el que se

encuentran los pacientes que han sufrido IM antes de ser dados de alta.
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