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Resumen

Objetivos: Identificacion de potenciales biomarcadores implicados en procesos de calcificacion vascular
para avanzar en el diagnostico y tratamiento de esta patologia en sus estadios subclinicos.

Meétodos: Se trata de un trabajo experimental en el que se incluyeron 5 pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) con enfermedad arterial periférica e isquemia critica. Se realizé una extraccion proteica e
identificacion del proteoma mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas (LC-MS/MS) de
secciones de arteria femoral calcificada. Las proteinas identificadas fueron analizadas a través de gene
ontology y comparadas con otras proteinas especificas de patologias vasculares relacionadas mediante la
base de datos DisGeNET.

Mediante el programa informatico Cytoscape se analiz6 la red de funciones biologicas de las proteinas
seleccionadas para su clasificacion en base a la patologia en la que estin implicadas.

Resultados: Se identificaron 530 proteinas en las muestras analizadas con funciones mayoritariamente de
union a calcio y catalitica. 37 de ellas fueron comunes en otras patologias vasculares relacionadas.

La exploracion de las redes biolégicas de las 37 proteinas identificadas, dio lugar a la identificacion de 2
potenciales marcadores especificos de calcificacion vascular en procesos ateroscleréticos, como la proteina
mitocondrial de choque térmico de 10 kDa, y la subunidad flavoproteica de la succinato deshidrogenasa.
Conclusiones: Existe una importante expresion de proteinas implicadas en procesos de mineralizacion
Osea en tejido vascular calcificado, sugiriendo la existencia de mecanismos moleculares comunes entre la
regulacion Osea y vascular. El uso de herramientas bioinformaticas sugiere la implicacion de la proteina
de choque térmico de 10 kDa mitocondrial y la subunidad flavoproteica de la succinato deshidrogenasa
como posibles biomarcadores de calcificacion vascular en pacientes con DM2, aunque son necesarios estu-
dios adicionales que confirmen esta hipotesis.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 2, enfermedad cardiovascular, calcificacion vascular, biomarcadores, protedmica, bioinformatica.
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Using free access bioinformatic tools to identify potential vascular
calcification biomarkers in diabetes mellitus type 2 patients

Summary

Objectives: 1dentify potential biomarkers involved in vascular calcification processes to improve DM2
diagnosis and treatment in its subclinical stages.

Methods: This experimental study included 5 patients suffering diabetes mellitus type 2 (DM2) with peri-
pheral arterial disease and critical ischemia. Protein extraction and identification of the proteome were
carried out using liquid chromatography and mass spectrometry (LC-MS/MS) of calcified femoral artery
sections. The identified proteins were analyzed through gene ontology and compared with other speci-
fic proteins of related vascular pathologies through the DisGeNET database. Cytoscape software analy-
zed the network of biological functions of the proteins selected for classification based on the disease in
which they are involved.

Results: 530 proteins were identified in the analyzed samples with functions mainly of calcium binding
and catalytic. 37 of them were common in other related vascular pathologies. The exploration of the bio-
logical networks of the 37 proteins identified, led to the identification of 2 potential specific markers of
vascular calcification in atherosclerotic processes, such as 10-kDa thermal shock mitochondrial protein,
and the flavoprotein subunit of succinate dehydrogenase.

Conclusions: There is significant expression of proteins involved in processes of bone mineralization
in calcified vascular tissue, suggesting the existence of common molecular mechanisms between bone
regulation and vascular. The use of bioinformatics tools suggests the involvement of the mitochondrial
10 kDa heat shock protein and the subunit of the succinate dehydrogenase as potential biomarkers of
vascular calcification in patients with DM2, although additional studies are needed to confirm this
hypothesis.

Key words: diabetes mellitus type 2, cardiovascular disease, vascular calcification, biomarkers, proteomics, bioinformatics.

Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un importan-
te problema de salud publica a nivel mundial que
afecta a una gran parte de la poblacion. Se predi-
ce un aumento de los casos de DM2 en todo el
mundo, pudiendo llegar a afectar a mas de 300
millones de personas en 2025'. La DM2 esta rela-
cionada con diversas complicaciones, siendo las
cardiovasculares una de las principales causas de
mortalidad de esta enfermedad? Dentro de estas
complicaciones, la isquemia crénica de miembros
inferiores debido a procesos aterosclerdticos es
una de las complicaciones vasculares mas frecuen-
tes en los pacientes con DM2, existiendo una pre-
valencia de presencia de placas calcificadas en
miembros inferiores que puede alcanzar el 44,6%
en esta poblacion’. Varios estudios revelan que la
DM2 es un factor de riesgo independiente en el
desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV) en
hombres y mujeres*’. El desarrollo de estas com-
plicaciones vasculares estd determinado por la
presencia de factores de riesgo comunes en DM2
como la obesidad, hiperglucemia crénica, resisten-
cia a la insulina, dislipidemia y estados de inflama-
cion y oxidacion entre otros. Sin embargo, solo
algunos de los pacientes con DM2 desarrollaran
estas complicaciones vasculares mientras que
otros, a pesar de presentar los mismos factores de
riesgo, no sufrirdn eventos cardiovasculares
durante el curso de la enfermedad. Esto sugiere
que la ruta que vincula la disglicemia y la ECV no
esta bien establecida, siendo necesario el estudio

en profundidad de los factores implicados en el
desarrollo de la ECV asociada a la DM2. Existen
evidencias que han mostrado un proceso de regu-
lacion de la calcificacion vascular semejante a la
mineralizaciéon Osea, sugiriendo una conexion
entre alteraciones del metabolismo 6seo y del sis-
tema vascular.

En este contexto, la identificacion de nuevos
biomarcadores implicados en el desarrollo de las
complicaciones vasculares en pacientes con DM2
puede ser de gran importancia para mejorar el pro-
nostico y la calidad de vida de esta poblacion, asi
como para disefar nuevas estrategias preventivas y
terapéuticas que impidan el desarrollo de eventos
cardiovasculares, reduciendo de esta forma la
morbi-mortalidad de los pacientes diabéticos.

El anilisis proteémico es un enfoque libre de
hipotesis que integra las influencias genéticas y
epigenéticas mediante el examen de los perfiles
de expresion de proteinas, y no estd limitado por
conocimientos previos. La mayoria de estudios de
busqueda de biomarcadores se han realizado a
nivel sérico, debido a su facil obtencién mediante
técnicas no invasivas. Sin embargo, existen protei-
nas que no se liberan al torrente sanguineo sino
que se expresan de forma especifica en los tejidos
afectados, no pudiéndose, por tanto, detectar
mediante estudios proteémicos de suero. Por ello,
el objetivo de este estudio consiste en la identifi-
cacion de potenciales biomarcadores de ECV en
tejido vascular calcificado de pacientes con DM2
mediante el uso de técnicas protedémicas. Una de
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las principales limitaciones en estudios de este
tipo es la obtencion de muestras tisulares proce-
dentes de sujetos sanos, o de pacientes sin com-
plicaciones asociadas, lo que dificulta mucho la
realizacion de un estudio comparativo del perfil
proteico entre casos y controles para la identifica-
cion de proteinas implicadas en la patologia de
estudio. La introduccion de herramientas bioinfor-
maticas en el ambito cientifico en los ultimos
anos ha ayudado a solventar estas limitaciones. La
bioinformatica es crucial para combinar informa-
cion de multiples fuentes y para generar nuevo
conocimiento a partir de los datos existentes.
Tiene, ademas, el potencial de simular la estructu-
ra, funcién y dindmica de los sistemas molecula-
res, entre otras utilidades, y es, por tanto, util en
la formulacién de hipdtesis que orienten el traba-
jo experimental.

En este estudio se aplican diferentes herra-
mientas bioinformaticas que nos permiten obtener
una gran cantidad de informacién publicada de
forma gratuita online. De esta forma, se ha utiliza-
do un clasificador segin determinadas caracteris-
ticas de las proteinas identificadas, como su fun-
cion molecular, proceso biolégico o su comporta-
miento como componente celular, lo que nos ha
permitido estudiar las proteinas en su conjunto, y
su proporcion seglin estas caracteristicas en los
sujetos de estudio.

Por otro lado, la utilizacién de repositorios de
proteinas identificadas como biomarcadores de
distintas patologias potencialmente relacionadas
con la calcificacion de la arteria femoral nos per-
mite establecer nexos proteicos entre distintas
patologias, asi como identificar proteinas especitfi-
cas de la patologia de estudio.

La aplicacién de estas herramientas, permite,
por tanto, profundizar en el conocimiento de las
vias implicadas en las patologias vasculares, ofre-
ciendo, al mismo tiempo, una orientacion experi-
mental dirigida para la identificacion de potencia-
les biomarcadores implicados en los procesos ate-
rosclerdticos de la arteria femoral.

Material y métodos

Poblacion de estudio

Nuestro trabajo experimental incluyé 5 sujetos de
estudio. Los pacientes incluidos en el estudio son
pacientes diagnosticados con DM2 segin los crite-
rios de la American Diabetes Association (2011). El
criterio de inclusion de la enfermedad arterial perifé-
rica fue la presencia de isquemia critica con indica-
cion de amputacion mayor de miembro inferior por
no ser candidatos a revascularizacion o porque ésta
ha fracasado. Los criterios de isquemia critica segin
la recomendacion n° 16 del documento de consen-
so sobre enfermedad arterial periférica, TASC 11 [1],
son: dolor isquémico persistente y recidivante en
reposo que exige analgesia con opidceos durante al
menos 2 semanas; Ulceras o gangrena en pie o en
dedos de los pies; presion arterial sistolica en tobi-
llo menor de 50 mmHg o presién sistdlica en dedo
del pie menor de 30 mmHg; cronicidad con exclu-
sion de la isquemia aguda.

Los pacientes procedian del Hospital
Universitario Campus de la Salud de Granada y
fueron evaluados en el Servicio de Angiologia y
Cirugfa Vascular. Todos los pacientes eran de raza
blanca, con niveles séricos normales de calcio y
fésforo y sin enfermedades de rifion, higado, gas-
trointestinales o enfermedades del tiroides. Todos
ellos recibian medicacion para la DM2, incluyen-
do metformina, sulfonilureas, insulina o una com-
binacion de estos farmacos.

Se obtuvieron muestras de tejido vascular pro-
cedente de la arteria femoral con presencia de
calcificacion. Las muestras fueron inmediatamen-
te criopreservadas tras su extraccion. Todas las
muestras utilizadas para el estudio fueron gestio-
nadas por el Biobanco del Sistema de Salud
Publico Andaluz (SSPA Biobanco) del Hospital
Universitario San Cecilio, de acuerdo con los pro-
cedimientos del Biobanco aprobados por el
Comité de Etica para la Investigacién Biomédica
de Andalucia.

Todos los sujetos incluidos en el estudio firmaron
la aceptacion y la comprension del consentimiento
informado. El estudio se realizé con la aprobacion
del Comité Etico del Hospital Universitario San
Cecilio y conforme a las directrices éticas relevan-
tes para la investigacion humana y animal recogi-
da en la declaracion de Helsinki.

Estudio proteémico

Extraccion proteica

Las muestras correspondientes a 45 secciones de
tejido de la arteria femoral fueron homogeneiza-
das a 4°C tras la adicion de 500 pL de tampdn de
extraccion de proteina soluble (20 mM Tris-HCI
pH 7,6, 10 mM NaCl, 0,5 mM deoxicolato de
sodio, 1 mM EDTA, 4% SDS, 30% glicerol, 5 mM
PMSF, 200 mM DTT, benzonasa -1uL/10 mL de
tampoén-). Las muestras se centrifugaron durante
15 minutos a 6.000 r.p.m. y 4°C y se recogi6 el
sobrenadante que representa la fraccion citosolica
de las células donde se encuentran las proteinas
solubles. Estas muestras se conservaron a -80°C
hasta su procesamiento posterior para el analisis
proteico.

Procesamiento de la muestra

Las muestras congeladas se enviaron para su and-
lisis en la Unidad de Protedmica de los Servicios
Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAD de la
Universidad de Cérdoba. Una vez descongeladas,
las muestras se concentraron por ultrafiltracion
utilizando una columna de centrifugado Amicon
Ultra-0.5 Centrifugal Filter de 3kDa. Los extractos
de proteina se limpiaron mediante electroforesis
SDS-PAGE 1D al 10% de poliacrilamida. Para ello,
las muestras se cargaron sobre el gel concentra-
dor, al que se le aplico un voltaje de 100 V hasta
que el frente de electroforesis alcanzo6 el gel sepa-
rador. El ensayo se detuvo cuando el extracto de
proteina habia entrado 1 cm en el gel separador.
El gel fue tenido con azul de Commasie, y poste-
riormente se realizé el corte y extraccion de las
bandas del gel que se mantuvieron en agua hasta
la digestion.



Para la digestion proteica, las porciones de gel se
conservaron en bicarbonato de amonio (BA) 200
mM/ acetonitrilo al 50% durante 15 minutos, con pos-
terior incubacion durante 5 minutos en acetonitrilo al
100%. La proteina se mantuvo en condiciones reduc-
toras mediante la adicion de DTT 20 mM en BA 25
mM, y fue incubada durante 20 minutos a 55°C. La
mezcla se enfrié a temperatura ambiente, con la pos-
terior alquilacion de los grupos tioles libres por adi-
cion de iodoacetamida 40 mM en BA 25 mM duran-
te 20 minutos en oscuridad. Posteriormente, las por-
ciones de gel se lavaron dos veces en BA 25 mM.
La digestion proteolitica se realizé mediante la adi-
cion de tripsina (Promega, Madison, Wisconsin,
EE.UU.) a 12,5 ng/pL de enzima en BA 25 mM, y se
incub6 a 37°C durante la noche. La digestion de pro-
teinas se detuvo mediante la adicion de dcido trifluo-
roacético a una concentracién final del 1%, y las
muestras digeridas fueron finalmente secadas
mediante SpeedVac.

Andlisis por Espectrometria de Masas/Masas acoplada
a nano-Cromatografia Liquida (nLC-MS/MS)

La Nano-LC se realizé en un nano UPLC Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Scientific) con una columna
Acclaim PepMap100, C18, 3 pm, 100 A, 75 um i.d.
x 50 c¢cm, nanoViper (Thermo Scientific). La mezcla
de péptidos se cargd previamente en una preco-
lumna de Acclaim Pepmap de 300 pm x 5 mm
(Thermo Scientific) en acetonitrilo al 2%/trifluoroa-
cético 0,05% durante 5 min a un flujo de 5 pL/min.
La separacion del péptido se realizé a 40°C para
todas las carreras. Los tampones de elucion fueron:
tampon A (0,1% de acido férmico en agua) y tam-
poén B (20% de acetonitrilo y 0,1% acido formico).
Las muestras se eluyeron a un flujo de 300 nL/min
con el siguiente gradiente: 4-35% de B durante 120
minutos; 35-55% de B durante 6 minutos; 55-90%
de B durante 3 minutos, seguido de 8 minutos de
lavado con B al 90% y re-equilibracion de 15 minu-
tos al 4% de B. El tiempo total de la cromatografia
fue de 150 minutos.

Los cationes de péptido eluidos se convirtieron
en iones de fase gaseosa por ionizacion mediante
nano electrospray y se analizaron en un espectome-
tro de masas, Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-(IT,
Thermo Scientific) operado en modo positivo. El
escaneo de reconocimiento de los precursores de
péptidos de 400 a 1500 m/z fue realizado a 120.000
FWHM de resolucion con el objetivo de conteo de
4 x 10° iones. La espectrometria de masas en tindem
se realiz6 por aislamiento a 1,2 Da con el cuadrupo-
lo, la fragmentacion CID con energia de colision
normalizada de 35 y andlisis MS de escaneo rapido
en la trampa ionica. El objetivo de recuento de
iones AGC se ajusto a 2 x 10° y el tiempo maximo
de inyeccion fue de 300 ms. Solo aquellos precurso-
res con estado de carga de 2-5 se muestrearon para
MS/MS. La duraciéon de exclusion dinamica se fijo
en 15 s con una tolerancia de 10 ppm alrededor del
precursor seleccionado y sus isétopos y activando la
seleccion de precursores monoisotopicos.
Identificacion de proteinas
Los datos brutos se procesaron utilizando el
paquete informatico Proteome Discoverer (version
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2.1.0.81, Thermo Scientific). Los espectros MS/MS
se buscaron con el motor SEQUEST™° (Thermo
Fisher Scientific) enfrentindolos a una base de
datos de Uniprot_Homosapiens_ dateofanalisys
(www.uniprot.org). Se realizé una digestion tripti-
ca tedrica de los péptidos, se introdujo carbamido-
metilacion de cisteinas como modificacion post-
traduccional fija y oxidaciéon de metionina como
modificacion post-traduccional variable. La toleran-
cia de la masa de los precursores fue de 10 ppm y
los iones del producto se registraron con una tole-
rancia de 0,1 Da. Las coincidencias espectrales de
los péptidos, fueron validadas utilizando un filtro
basado en valores q a un 1% FDR (False Discovery
Rate) obteniendo una lista de proteinas identificadas
en cada una de las muestras procesadas (Proteome
Discoverer).

Anilisis de datos mediante herramientas
bioinformaticas

Andlisis por ontologia de genes (GO)

El recurso de ontologia de genes (gene ontology) es
una importante iniciativa de la bioinformdtica que
tiene por objetivo estandarizar la representacion de
atributos de proteinas entre especies y bases de
datos’. FEl sistema en linea proporciona un vocabu-
lario de términos para describir caracteristicas de los
productos génicos y los datos de anotacion de pro-
ductos génicos de los miembros del consorcio GO,
asi como herramientas para ingresar y procesar
estos datos. Cada proteina se caracteriza en térmi-
nos de tres ontologias: funcién molecular, compo-
nente celular y el proceso biologico involucrado®.
Utilizando la base de datos GO (http://www.gene-
ontology.org) y el analisis Onto-Express, los genes
involucrados se clasificaron con el fin de obtener
una vision general de las funciones potenciales de
los genes expresados correspondientes a las protei-
nas identificadas en el estudio.

Andlisis por comparacion de patologias

Las proteinas identificadas en este estudio fueron
enfrentadas con las proteinas ya descritas en otras
patologias vasculares con una posible relacion
con la calcificaciéon vascular de la arteria femoral.
Esta informacion fue obtenida gracias a la base de
datos DisGeNET (http://www.disgenet.org) que
contiene una de las mayores colecciones de genes
y variantes asociados a enfermedades humanas,
disponible publicamente®. Las patologias desde las
que se obtuvo la informacion fueron: Carotid
Stenosis, UMLS CUIL: C0007282; Supravalvular aor-
tic Stenosis, UMLS CUI: C0003499; Aortic Valve
Stenosis, UMLS CUIL: C0003507; Esophageal Stenosis,
UMLS CUL C0014866; Laryngostenosis, UMLS CUI:
C0023075; Mitral Valve Stenosis, UMLS CUI:
C0026269; Pulmonary Valve Stenosis, UMLS CUI:
C0034194; Pyloric Stenosis, UMLS CUIL: C0034194;
Aortic  Calcification, UMLS CUL:  C1096249;
Calcification of Mitral Valve, UMLS CUIL: C0919718;
Aortic Valve Calcification, UMLS CUIL: C0428791;
Renal Artery Stenosis, UMLS CUIL: C0035067 vy
Vascular Calcification, UMLS CUIL C0342649. La
visualizacion de estas proteinas se llevo a cabo uti-
lizando la herramienta Cytoscape®.
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Andalisis por interaccion proteina-proteina y redes
Sfuncionales

Para investigar las relaciones directas (fisicas) y/o
indirectas (funcionales) entre genes identificados,
se utiliz6 la herramienta de bisqueda para la recu-
peracion de genes interactuantes (STRING) en
bases de datos para analizar la red funcional
(http://string.embl.de)'. La base de datos STRING
proporcioné una puntuacion para cada interac-
cién gen-gen, que se calcula como la probabilidad
conjunta de las probabilidades de los diferentes
canales de evidencia (interaccion de proteinas,
fusion, coexpresion, etc.), corrigiendo la probabi-
lidad aleatoria de observar una interacciéon. Una
puntuacion de base de datos alta significo que
habia alta evidencia experimental o predicha, para
la interaccion gen-gen funcional. Por lo tanto, se
construyd una red asociada funcional sobre la
base del perfil de expresion de las proteinas iden-
tificadas en el presente estudio.

Figura 1. Clasificacién proteica basada en ontologia
celular (B) y proceso biologico (C)

Resultados

Ontologia de genes

Se identificaron 530 proteinas procedentes de las
muestras procesadas (p<0,05; valor q=0). Todas
las proteinas identificadas fueron clasificadas utili-
zando las anotaciones de ontologia de genes y
agrupadas en los tres grupos funcionales: proce-
sos biologicos, componentes celulares y funciones
moleculares (Figura 1).

El anilisis de la ontologia de genes mostraba que las
dos funciones moleculares mas comunes en la selec-
cién realizada fueron funciones relacionadas con activi-
dad catalitica (GO:0003824) y con union (GO:0005488).
En cuanto al andlisis del componente celular, el mis fre-
cuente fue el de porcion celular (GO:0044464), seguido
de orgianulo (GO:0043226) y region extracelular
(GO:0005576); como procesos biolégicos destacaron
los relacionados con procesos celulares (GO:0009987),
procesos metabdlicos (GO:0008152) y organizacion o
biogénesis de componentes celulares (GO:0071840).
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En la tabla 1 se muestra la clasificacion principal
segin GO de las proteinas que han sido identificadas
clasificadas en clases proteicas. Cabe destacar una
elevada proporcion de proteinas de unién a calcio.

Comparacion de proteinas

De las 530 proteinas identificadas en el estudio
protedmico, 37 proteinas coincidieron con protei-
nas ya descritas en patologias vasculares, algunas
de las cuales eran reincidentes en distintas patolo-
gias vasculares (Tabla 1). Estas proteinas se selec-
cionaron como candidatas para realizar un estudio
de su red biolégica con el objeto de conocer su
relacion con la calcificacion vascular en la arteria
femoral (Figura 2).

Redes funcionales

Las 37 proteinas de interés dieron como resultado
una red funcional extensa donde se observa un
nicleo que representa la calcificacion de la arteria
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femoral donde confluyen numerosas proteinas
que forman parte ademas, de otras patologias rela-
cionadas (Figura 3).

A esta primera red funcional, se anadieron 5
proteinas mas, relacionadas con la red inicial
(Figura 4). La adicion de este segundo nivel per-
mitié encontrar dos de las cinco proteinas inclui-
das en la red como posibles biomarcadores espe-
cificos de calcificacion de arteria femoral, al no
encontrarse en el resto de patologias relacionadas
estudiadas.

Estas dos proteinas fueron ademas identifica-
das en nuestro anilisis proteémico (subunidad fla-
voproteica de la succinato deshidrogenasa (SDHA,
P31040); proteina de choque térmico de 10 kDa,
mitocondrial (HSP1, P61604), expresindose en las
muestras de pacientes con calcificacion de la arte-
ria femoral. Por tanto, fueron las seleccionadas
como las dos primeras candidatas para comenzar
su estudio en mayor profundidad.

Tabla 1. Clasificacién de las proteinas por Clases segin GO

Clase proteica ID Clase Cantidad %
Proteina reguladora/adaptadora del receptor transmembrana PC00226 1 0,2
Proteina de almacenamiento PC00210 2 0,4
Proteina de union celular PC00070 3 0,6
Ligasa PC00142 8 1,6
Chaperona PC00072 9 1,8
Isomerasa PC00135 9 1,8
Molécula de adhesion celular PC00069 11 2,2
Liasa PC00144 12 2.4
Proteina de trafico de membrana PC00150 12 2,4
Factor de transcripcién PC00218 12 24
Proteina estructural PC00211 12 2.4
Proteina de defensa/inmunidad PC00090 13 2,7
Receptor PC00197 13 2,7
Proteina de matriz extracelular PC00102 15 3,1
Transportadora PC00227 16 3,3
Proteina de union a calcio PC00060 17 3,5
Proteina de transferencia/portadora PC00219 17 3,5
Transferasa PC00220 22 4,5
Unién a 4cido nucleico PC00171 31 6,3
Molécula de sefializacion PC00207 31 6,3
Oxido-reductasa PC00176 34 6,9
Modulador enzimatico PC00095 37 7,6
Hidrolasa PC00121 48 9,8
Proteina citoesquelética PCO00085 61 12,4
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Figura 2. Visualizacion de los nexos proteicos entre diversas patologias vasculares relacionadas, mediante Cytoscape
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Discusién

La DM2 actualmente representa un grave problema
de salud ya que afecta a una gran proporcion de la
poblacion. Los pacientes con DM2 tienen un mayor
riesgo de desarrollar diversas complicaciones, prin-
cipalmente eventos cardiovasculares que represen-
tan la principal causa de mortalidad de esta enfer-
medad. La probabilidad de desarrollar complicacio-
nes vasculares en esta poblacion depende de una
serie de factores tradicionales y otros que no se
conocen completamente. La identificacion de nue-
vos factores involucrados en estos trastornos puede
facilitar el diagnostico temprano de los sujetos de
alto riesgo antes de que se produzcan danos irre-
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versibles. El objetivo del presente estudio fue la
identificacion de proteinas en tejido vascular que
podrian estar relacionadas con procesos de calcifi-
cacién vascular y, por tanto, con un mayor riesgo
cardiovascular en sujetos con DM2.

Los estudios de identificacion de biomarcado-
res a nivel protedmico presentan una elevada
complejidad debido a la gran cantidad de protei-
nas y vias implicadas en las diferentes patologias,
la interaccién entre proteinas, las diferencias pro-
teicas dependiendo del tejido de estudio, los ele-
vados costes tecnologicos, entre otros. Todo ello,
ademas de la gran cantidad de datos a procesar
que se generan en estos estudios, dificulta, en
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Figura 3. Red funcional de las 37 proteinas identificadas mediante nLC-MS/MS en muestras de arteria femoral calcificada de
pacientes con DM2, descritas previamente en patologias vasculares
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muchas ocasiones, la identificacion de biomarca-
dores reales de una determinada patologia. A todo
esto hay que sumar la dificultad de obtener mues-
tras tisulares procedentes de sujetos controles para
poder realizar un estudio comparativo entre los
diferentes grupos de estudio.

El uso de herramientas bioinformaticas permite,
en gran medida, solventar muchos de los inconve-
nientes que se plantean en los estudios de identifi-
cacion de biomarcadores. El uso de estas herra-
mientas facilita el estudio, la comparacion y la corre-
lacion de datos hallados experimentalmente; la pre-
diccion de dominios, estructuras y relaciones filoge-
néticas de las secuencias examinadas; el desarrollo
de algoritmos y estadistica necesario para la com-
prension de la informacion biologica, interconectan-

do informacién desde diferentes enfoques. La infor-
macién aportada por estas herramientas permite,
ademds, una orientacién del trabajo cientifico ofre-
ciendo claves que permiten un ahorro de tiempo y
de recursos econémicos y humanos.

Hoy en dia las herramientas bioinformaticas,
disponibles de manera gratuita en la red y cada
vez mas eficientes para estudios in silico, estan en
auge.

En este estudio se establece un método sencillo
e intuitivo para localizar biomarcadores relaciona-
dos con los procesos de calcificacion vascular. Tras
la identificacion de 530 proteinas correspondientes
al perfil proteico caracteristico de arteria femoral
con presencia de calcificacién de pacientes con
DM2 mediante nLC-MS/MS, se han empleado diver-
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Figura 4. Red funcional de las 37 proteinas identificadas mediante nLC-MS/MS en muestras de arteria femoral calcificada de
pacientes con DM2, descritas previamente en patologias vasculares, tras la adicion de 5 nuevas proteinas relacionadas
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sas estrategias bioinformaticas para acotar y filtrar
la busqueda de biomarcadores, asi como descartar
aquellas que no estuvieran relacionadas con pato-
logias vasculares. En primer lugar, se ha emplea-
do la metodologia gen ontology, que se centra en
el estudio de las funciones del grupo de genes
correspondientes a las proteinas identificadas, con
el objeto de seleccionar aquellas funciones mas rela-
cionadas con procesos implicados en la calcifica-
cion vascular. La funcién molecular mayoritaria de
los genes codificantes de las proteinas identificadas
fue la funcion catalitica y la de union. Estudios
recientes han demostrado que, en un entorno calci-
ficante, las células del musculo liso vascular son
capaces de sufrir una transicion fenotipica a células
similares a osteocitos capaces de expresar marcado-

res tipicos 6seos, contribuyendo de esta forma, a la
mineralizacion arterial?. No es de extranar que, en
estas condiciones, se produzca un incremento de
las proteinas que unen calcio, contribuyendo asi al
depdsito de calcio en la pared arterial. Estos pro-
cesos dan lugar al desarrollo de los procesos ate-
rosclerdticos tan frecuentes en los pacientes con
DM2. Estudios recientes muestran que los macré-
fagos que rodean los depésitos de calcio en las
placas aterosclerdticas humanas son fenotipica-
mente defectuosos e incapaces de reabsorber la
calcificacion®. En esta linea, la identificacion de
proteinas con actividad catalitica en las muestras
vasculares analizadas, con presencia de calcifica-
ciones, podria reflejar un mecanismo de defensa
del organismo para tratar de disgregar los compo-



nentes de la placa de ateroma generada en estas
situaciones. De acuerdo a esta hipdtesis, existen
estudios que muestran un aumento de marcadores
de resorcion 6sea en pacientes con patologias vas-
culares™®.

Con el objetivo de dirigir y acotar el estudio de
identificacion de biomarcadores, se realiz6 una
comparacion de las 530 proteinas identificadas en
el proteoma de los sujetos de estudio con aquellas
descritas como proteinas implicadas en diversas
patologias vasculares, en el repositorio de marca-
dores moleculares Disgenet. Mediante el uso de
esta herramienta, se redujo el nimero de proteinas
candidatas a 37, que son las proteinas que se
encuentran expresadas de forma comuin en diver-
sas patologias vasculares asociadas a procesos de
calcificacion vascular. La disposicion de estos
nexos proteicos en una red biol6gica muestra una
potencial capacidad como biomarcador de algunas
de las proteinas, que participan en diversas patolo-
gias vasculares.

El diseno de redes de interaccion especifica entre
cada una de las 37 proteinas seleccionadas mostrd
una red de interaccion bien formada, en la que se
aprecia una estrecha relacion entre la mayoria de
estas proteinas. Entre estas proteinas, encontramos
algunas que podrian estar indirectamente relacio-
nadas con procesos de calcificacion, como son la
osteopontina y la osteoglicina, ambas implicadas
en procesos de biomineralizacién y remodelacion
Osea. Asi mismo, también identificamos proteinas
musculares tipicas de células del musculo liso vascu-
lar como transgelina o tropoelastina, lo que podria
indicar la pérdida del fenotipo vascular. La presen-
cia de otras proteinas de interés identificadas, pero
que no pasaron el nivel de significacion estadisti-
ca, como es el caso de la osteoprotegerina o la
proteina GLA de la matriz, podria deberse al bajo
numero de sujetos de estudio, lo que genera una
variabilidad lo suficientemente elevada como para
descartarlas estadisticamente. No obstante, al aumen-
tar en 5 proteinas la red de interaccion, afiadiendo
las cinco primeras proteinas estrechamente mas
vinculadas a las dispuestas en la primera red,
observamos que 2 de ellas forman parte del pro-
teoma caracteristico de las muestras de tejido vas-
cular analizadas. Una de ellas, la subunidad flavo-
proteica de la succinato deshidrogenasa (P31040),
esta involucrada en diversos procesos, como la
sintesis de fumarato a succinato en el ciclo del
acido tricarboxilico del metabolismo de carbohi-
dratos, o en procesos de Oxido-reduccion, entre
otros. La deficiencia de la succinato deshidroge-
nasa esta relacionada con un menor flujo de elec-
trones y una disminucion de la actividad antioxi-
dante en la cadena respiratoria, aumentando el
estrés oxidativo y la hipoxia, con importantes con-
secuencias en el proceso de calcificacion vascular.
La presencia de esta proteina en tejido vascular
calcificado, podria estar relacionada con un meca-
nismo defensivo para preservar la produccion de
energia aerdbica en el estado de hipoxia genera-
do en el proceso de calcificacion vascular durante
la aterosclerosis®. La otra, una proteina de choque
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térmico de 10 kDa, mitocondrial (HSPE1, P61604),
es una co-chaperona implicada en la importacion
de proteinas mitocondriales y ensamblaje macro-
molecular. Ademas, esta también implicada en la
diferenciacion osteoblastica y en la activacion de
la actividad endopeptidasa durante el proceso
apoptatico.

El hecho de que estas dos proteinas no aparez-
can en el resto de las patologias relacionadas que
se compararon en el estudio, hace pensar que
podrian ser dos buenas candidatas para sugerirlas
como biomarcadores especificos de aterosclerosis
en miembros inferiores en DM2.

Nuestro estudio tiene ciertas limitaciones. En
primer lugar, la inexistencia de sujetos controles
imposibilita la comparacion con un grupo de estu-
dio de referencia. En segundo lugar, el reducido
numero de sujetos incluidos en el estudio origina
una elevada variabilidad de los resultados, limitan-
do la identificacion de potenciales proteinas de
interés.

Aunque son necesarios estudios futuros para
confirmar el papel de las proteinas identificadas
como posibles biomarcadores de calcificacion vas-
cular en pacientes diabéticos, el uso de herramien-
tas bioinformaticas nos ha permitido poder gene-
rar hipdtesis sobre las que trabajar gracias a la sim-
plificacion de la gran cantidad de datos obtenidos.
La identificacion de proteinas con un elevado
grado de expresion en tejido vascular calcificado
en pacientes de elevado riesgo cardiovascular
podria ofrecer informacién para lograr un trata-
miento temprano y dirigido.

Financiacion: El presente trabajo ha sido finan-
ciado a través de una beca de investigacion de la
FSEEN en la convocatoria 2016 y de un proyecto
de la Junta de Andalucia (P10207-2016).

Conflicto de intereses: Los autores declaran que
no existen conflictos de interés, asi como haber
leido y actuado conforme a los preceptos de la
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