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Aspectos proteomicos y genéticos de la resistencia a la aspirina

Proteomics and genetics aspects of aspirin resistance

Mateos-Caceres P J ', Azcona L ', Fernandez-Ortiz A ?, Sacristan D ', Bernardo E ?, Ramos-Mozo P ', Alonso-Orgaz S ',
Fernandez-Arquero M °, Lopez-Farré A ', Macaya C '*

Unidad de Investigacién Cardiovascular ' y Unidad Coronaria °. Instituto Cardiovascular. Departamento de Inmunologia °. Hospital

Clinico San Carlos. Madrid

Esta investigacién ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE

Resumen

Objetivo: Analizar si existe alguna asociacion entre la resistencia a aspirina (RA) y la presencia de polimorfismos ge-
néticos de un tnico nucledtido (SNPs) en el gen de la COX-1, asi como su relacion con modificaciones en la expre-
sion de proteinas plasmaticas en pacientes con enfermedad isquémica estable y tratamiento continuado de aspirina.
Materiales y métodos: Analizamos el proteoma plasmético de 19 pacientes sensibles, 19 resistentes. RA se de-
fini6 mediante el sistema PFA-100. Se realizo electroforesis bidimensional (IPG 17c¢m, pH(4-7), geles SDS-PA-
GE 10%) y tincion con plata. Se analizaron cambios en tres SNPs (A-842G, C22T y C50T) en 50 pacientes
sensibles, 33 resistentes y 83 controles mediante PCR a tiempo real.

Resultados: La expresion de cuatro isoformas de o1-antitripsina estaba aumentada en los pacientes resistentes.
No encontramos diferencias en la expresion de ceruloplasmina, precursor de haptoglobina, apolipoproteina Al
y precursor de albimina entre ambos tipos de pacientes. Ningtin paciente presentd cambios en el SNP A-842G.
La frecuencia de cambio en C22T y C50T fue relativamente baja con respecto a la poblacion total.
Conclusiones: No encontramos asociacion entre la presencia de polimorfismos en el gen de la COX-1 y la peor
respuesta a la aspirina. Los cambios en observados a1-antitripsina podrian estar relacionados con un diferente
estado inflamatorio entre ambos tipos de pacientes.

Palabras clave:

Resistencia a Aspirina, protedmica, polimorfismos genéticos.

Abstract

Aim: To evaluate the existence of a possible association between Aspirin resistance (AR), COX-1 single-nucleoti-
de polymorphisms (SNPs) and the modifications in the plasma proteome of clinically stable coronary patients.
Materials and methods: AR was defined according to the PFA-100 assay. AR-sensitive and AR-resistant patients
had been taken aspirin for the last 9 months. The proteomic study (19 AR-sensitive, 19 AR-resistant) was per-
formed using IPG strips (17cm, pH 4-7), SDS-PAGE gels (10%) and silver staining. We study three SNPs (A-
842G, C22T y C50T) in 50 AR-sensitive patients, 33 AR-resistant and 83 controls using a real-time PCR.
Results: The expression of four -1-antitripsin isoforms was increased in the aspirin-resistant patients. No dif-
ferences were found in the expression of ceruloplasmin, haptoglobin-precursor, apolipoprotein-Al and albu-
min-precursor between both groups of patients. The A-842G SNP was undetectable in all subjects. The remai-
ning two SNPs (C22T y C50T) showed a low frequency with respect the global population.

Conclusions: The low SNPs frequencies were unlikely to explain the difference in aspirin responsiveness bet-
ween both groups of patients. The changes in -1-antitripsin could be linked with a different inflammatory sta-
te in these patients.
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I Introduccion

A lo largo de los afos, la aspirina ha demostrado ser un
tratamiento muy eficaz en la prevencion de los eventos car-
diovasculares. De hecho, la aspirina es capaz de reducir
hasta un 25% el riesgo de muerte, infarto o accidente cere-
brovascular [1-3]. Desafortunadamente, este beneficio no
es igual en todos los pacientes, existiendo una elevada pro-
porcién de pacientes que a pesar de tomar aspirina siguen
sufriendo eventos aterotrombdticos. Aunque hoy en dia
aun no existe un criterio diagnéstico formal, a esta incapa-
cidad de la aspirina de ejercer correctamente su efecto anti-
plaquetario se la conoce como «Sindrome de resistencia a
la Aspirina».

Se ha estimado que entre un 8% y un 45% de los pacien-
tes son resistentes a este fairmaco [4]. Ademds, diversos es-
tudios han demostrado que la resistencia a la aspirina influ-
ye de forma directa en el prondstico de los pacientes
cardiovasculares, mostrando este tipo de pacientes mayor
riesgo cardiovascular a largo plazo [5,6].

A nivel molecular, la aspirina ejerce su principal efecto
antitrombético inhibiendo la actividad de la ciclooxigena-
sa-1 plaquetaria (COX-1) mediante la acetilacién de una
serina localizada en la posicion 529 del sitio catalitico de la
COX-1, bloqueando asi la sintesis de tromboxano-A2
(TxA2) en las plaquetas [7]. Son muy diversos los mecanis-
mos potenciales que se han propuesto para tratar de expli-
car la resistencia a la aspirina, aunque realmente, el meca-
nismo por el que ocurre este fendémeno sigue siendo
desconocido. Se han descrito factores tanto clinicos como
farmacodinamicos y bioldgicos relacionados con la resis-
tencia a la aspirina [8]. Sin embargo, diversos autores ha-
blan de la posible existencia de variaciones o diferencias a
nivel genético como la principal causa de la diferente res-
puesta de las plaquetas de estos pacientes a la aspirina
[9,10].

Entre los posibles factores genéticos implicados en la me-
jor o peor respuesta a la aspirina existen descritas varias
mutaciones y/o polimorfismos en los genes que codifican
para la COX-1, COX-2 y la glicoproteina plaquetaria (GP)
IIb/IIa. [11]. En este sentido, nuestro grupo ha demostrado
recientemente la importancia del polimorfismo de la glico-
proteina plaquetaria GP IIb/Illa en el grado de activacion
de las plaquetas e incluso en la variabilidad del efecto anti-
trombético a firmacos como el clopidogrel [12].

Identificar a los pacientes no respondedores a aspirina y
alcanzar niveles adecuados de inhibicion de sus plaquetas
con terapias alternativas tiene interés clinico ya que en la
actualidad no disponemos de biomarcadores que nos per-
mitan identificar facilmente a este tipo de pacientes. Re-
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cientemente, nuestro grupo ha descrito mediante protedmi-
ca una clara asociacion e implicacion de algunas proteinas
plasmaticas con el fallo de este firmaco en producir la res-
puesta bioldgica esperada en este tipo de pacientes. Como
continuacion a este trabajo, en el presente estudio nos pro-
pusimos analizar si existe alguna asociacion entre resisten-
cia a la aspirina y la presencia de polimorfismos genéticos
de un unico nucleétido (SNPs) en el gen de la COX-1, asi
como su relacion con modificaciones en la expresion de
proteinas plasmaticas.

I Material y métodos

El estudio protedmico se llevo a cabo en un total de 38
pacientes (19 sensibles y 19 resistentes). Para el estudio ge-
nético se analizaron 88 pacientes (50 resistentes y 33 sensi-
bles). En ambos casos, se trataba de pacientes con enferme-
dad isquémica estable sometidos a un tratamiento
continuado de 100 mg/dia de aspirina. Los pacientes fueron
divididos en resistentes y sensibles a aspirina clasificados
segun el sistema PFA-100 [13]. Los pacientes estuvieron to-
mando aspirina durante al menos los tltimos nueve meses y
habian sufrido el evento coronario agudo al menos nueve
meses antes de la inclusién en el estudio. Un criterio de ex-
clusion fue el tratamiento con otros firmacos antitromboti-
cos o antiinflamatorios no esteroideos 30 dias antes de la
inclusion en el estudio.

Las muestras de sangre fueron obtenidas durante la ma-
fiana 2 a 4 horas tras la toma de aspirina mediante puncion
antecubital. Los primeros 3-4 ml fueron descartados para
evitar activacion plaquetaria espontdnea. Las muestras san-
guineas se recogieron en tubos con citrato tanto para el
analisis mediante el sistema PFA-100 y el andlisis de poli-
morfismos genéticos. La muestra de sangre para la obten-
ci6n de plasma se recogié en un tubo con EDTA.

Todos los pacientes recibieron una dosis adicional de As-
pirina (100 mg) y una hora después se obtuvo otra muestra
de sangre para desarrollar de nuevo el ensayo PFA-100 y
reforzar los resultados obtenidos. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica del Hospital Clinico San Carlos y to-
dos los pacientes firmaron el correspondiente consenti-
miento informado.

Clasificacion de los pacientes sensibles y resistentes a la
aspirina

Los pacientes resistentes a aspirina fueron clasificados
mediante el empleo del sistema PFA-100 (Dade Behring W.
Sacramento, USA) [14]. El sistema PFA-100 se basa en el
empleo de cartuchos con una membrana de colageno trata-
dos con epinefrina (10 pg). La sangre obtenida en citrato es
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aspirada por una aguja que somete a la muestra a unas ele-
vadas condiciones de flujo (5000 a 6000 s-1) a través de
una pequena apertura (150 ug) que existe en la membrana
de cada uno de los cartuchos. El tiempo necesario para la
oclusion de la apertura, definido como «tiempo de tapona-
do» (CT), es un indicador de la funcién plaquetaria de la
muestra sanguinea. De acuerdo con el fabricante del equi-
po, rangos en el tiempo de taponado comprendidos entre
94 y 193 segundos con cartuchos de epinefrina identifican
pacientes resistentes a aspirina [15]. En pacientes sensibles
a aspirina los tiempos de taponado de cartuchos con epine-
frina son superiores y tras un periodo de 300 segundos el
proceso automdticamente se detiene, siendo por lo tanto el
limite superior de medida del equipo 300 segundos.

Determinacion de Proteina C Reactiva

Se determind la concentracion plasmaética de la proteina
C reactiva (PCR) en cada uno de los pacientes segun las téc-
nicas rutinarias empleadas en nuestro centro.

Electroforesis bidimensional (2-DE)

Se analiz6 mediante electroforesis bidimensional un to-
tal de 500 ug de proteina total presente en el plasma [13].
La primera dimension se realizé mediante el empleo de ti-
ras IPG con un gradiente de pH inmovilizado de pH 4-7.
Mediante la utilizaciéon de un equipo para electroforesis
bidimensional Protean IEF Cell System (Bio-Rad Labs) se
lleva a cabo la primera dimension [16,17]. En la segunda
dimension, las proteinas presentes en cada gel IPG se re-
suelven mediante otro paso de electroforesis en geles SDS-
PAGE al 10% mediante el empleo del sistema PROTEAN
II XL (Bio-Rad Laboratorios). Los geles se sometieron a
un proceso de tincion con plata (Silver-Stain Plus Kit, Bio-

Rad Labs).

Adquisicion de imagen y analisis

Los geles bidimensionales una vez teniidos se escanearon
para su posterior andlisis. El esciner empleado para la ob-
tencion de la imagen fue un UMAX POWERLOOK III que
opera con el programa Magic Scan V 4.5 especifico para el
escaneo de geles e imdgenes bidimensionales. El analisis de
las imdgenes obtenidas se realiz6 mediante el empleo de un
software especifico denominado Quantity-One 4.2.3 de
Bio-Rad Laboratories. La intensidad de cada uno de los
puntos analizados se procesé mediante el correspondiente
método de sustraccion o eliminacién de fondo, y la intensi-
dad total de cada punto se normalizé con el correspondien-
te valor de intensidad de la albiimina presente en el mismo
gel, es decir, en el mismo paciente [13].
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Espectrometria de masas

Los puntos de interés fueron recortados y extraidos ma-
nualmente de los geles [16]. Para realizar la identificacion
de cada uno de los puntos de interés mediante espectrome-
tria de masas, cada punto se sometié a un proceso de re-
duccion en el gel, alquilacién, y por dltimo digestiéon con
tripsina [13]. Los andlisis llevados a cabo mediante MAL-
DI-TOF MS se desarrollaron en un aparato MALDI-tan-
dem 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Fra-
mingham, Massachussets). Todas las masas de los
espectros obtenidos fueron calibradas externamente me-
diante una mezcla de péptidos estindar (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espaiia).

La identificacion de proteinas se realizé mediante compa-
racion con la base de datos MASCOT DATABASE (Mascot

database.http:// www.matrixscience.com.).

Estudio de polimorfismos genéticos de la COX-1

Para el estudio de polimorfismos genéticos estudiamos 50
pacientes sensibles y 33 resistentes. Se extrajo ADN genomi-
co procedente de sangre periférica. El genotipado de los pa-
cientes se realizo mediante estudio de disefio TagMan en un
equipo de PCR a tiempo real 7900 HT (Fast Real-Time
PCR System, Applied Biosystem Foster City, CA, USA). Se
analizaron tres polimorfismos genéticos de un tnico nucled-
tido (SNPs) en el gen de la ciclooxigenasa 1 (COX-1), uno
en la region promotora del gen (A-842G): primer forward
5>-TTCCTCCTTCTAGGTGCTTCCT-3’, VIC- CTGGC-
GAAAAGGAGA, primer reverse 5-CGCCGAATTTATA-
GAATCCCAGCAT-3’, FAM-TGGCGAGAAGGAGA, y
dos en la region codificante (C22T): primer forward 5°-
GCTCAGCCCCTCATCTCTCT-3’, VIC-CAAGAACCG-
GAGCAAG, primer reverse 5’>-GGAGCAGGAGCAGGAA-
CAG-3’, FAM-CAAGAACCAGAGCAAG y (C50T):
primer forward 5’>-CTCCGGTTCTTGCTGTTCCT-3’,
VIC-CTGCTCCCGCCGCT, primer reverse 5-GGTCCGC-
GAGCAGGA-3’, FAM-CTGCTCCTGCCGCT.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 95° C
durante 5 minutos, seguido de la fase ciclica de 35 ciclos a
95° C durante 1 minuto, 60° C durante 30 segundos y 72°
C durante 30 segundos; y una ultima fase de 72° C durante
7 minutos.

Asi mismo, también realizamos el genotipado de una po-
blacién control (n=83), para comparar con nuestra pobla-
ci6n de estudio.

Analisis estadistico
Los resultados se muestran como media =+ error estandar
de la media (eem). Para la determinacion de significacion
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estadistica realizamos test de Mann-Whitney para el anali-
sis protedmico. En el caso del analisis genético se realizo el
test de Chi-cuadrado con el programa Epi Info v. 6.02
(CDC Atlanta USA) para estudiar las diferencias entre los
dos grupos de estudio. Se consideraron diferencias signifi-
cativas a los valores de p <0.05.

I Resultados

Estudio del proteoma plasmatico

Los 38 pacientes incluidos en el estudio proteémico fue-
ron seleccionados basdndonos en el hecho de que los tiem-
pos de oclusion estuviesen en los rangos extremos para ca-
da una de las dos condiciones de respuesta a Aspirina
(Tabla 1). Los valores del tiempo de oclusion de cartuchos
de epinefrina en el momento de inclusion y una hora tras la
toma de una dosis de 100 mg de Aspirina se muestran en la
tabla 1. Los pacientes incluidos en el estudio presentaban
edad y factores de riesgo similares (Tabla 1), y todos ellos
estaban recibiendo un tratamiento farmacoldgico similar en
el momento de inclusién en el estudio.

Una vez obtenido el proteoma plasmaético de cada uno de
los pacientes, analizamos densitométricamente diferentes
proteinas. Algunas proteinas fueron identificadas mediante
comparacién con los proteomas plasmaticos disponibles en
la base de datos SWISS-2D (http://www.expasy.ch/ch2d). El
andlisis densitométrico de cada uno de los puntos se realizd
usando el valor de la albimina como valor normalizador
[16]. En trabajos previos, tanto de nuestro grupo como de
otros, algunas de las proteinas aqui analizadas han sido
identificadas mediante espectrometria de masas y compara-
cion con la base de datos (http://www.matrixscience.com
[16,18,19].

Mediante anélisis por espectrometria de masas confirma-
mos la identidad de alguna de las proteinas plasmaticas
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Fig. 1. Expresion de diferentes isoformas de al-antitripsina en
una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la aspirina.
(AAT: al-antitripsina; U.A.: Unidades arbitrarias de densitome-
tria. *p<0.05 con respecto a los pacientes sensibles).

analizadas en el estudio: 2 isoformas del precursor de albu-
mina y dos isoformas de la proteina precursora de hapto-
globina (Tabla 3).

En el proteoma plasmatico de cada uno de los pacientes
analizamos la expresion de varias proteinas relacionadas
fundamentalmente con el grado inflamatorio, proteccion
vascular y el estado oxidativo de este tipo de pacientes.

En primer lugar, analizamos la expresion de siete isofor-
mas distintas de a1-antitripsina (AAT). La expresion de las
isoformas 2, 3 ;4 y 6 de la AAT estaba aumentada de forma
significativa en el plasma de los pacientes resistentes a Aspi-
rina en comparacion con los pacientes sensibles a Aspirina
(Figura 1).

También analizamos la expresion de dos isoformas distin-
tas del precursor de haptoglobina. No encontramos cam-
bios significativos en la expresion de ninguna de las dos iso-

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes estudiados mediante protedmica

Sensibles (n=19) Resistentes (n=19) p
EDAD (afios) 65=+9 66 =8 NS
FACTORES DE RIESGO (%)
Fumadores 32 % 47 % NS
Hipertension 37 % 58 % NS
Hiperlipemia 79 % 68 % NS
Diabetes Mellitus 10 % 26 % NS
Tiempo de oclusién en el momento de inclusion >300 112.9 + 21.0 -
Tiempo de oclusion una hora tras el tratamiento con Aspirina >300 124.9 + 27.1 -

(Media = DS. NS: no significacion estadistica, P>0.05).
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Fig. 2. Expresion de diferentes isoformas del precursor de hapto-
globina en una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la
aspirina. (PRE-HAPTO: precursor de haptoglobina; U.A.: Unida-
des arbitrarias de densitometria. *p<0.05 con respecto a los pa-
cientes sensibles).

Fig. 3. Expresion de diferentes isoformas de ceruloplasmina en
una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la aspirina.
(CP: ceruloplasmina; U.A.: Unidades arbitrarias de densitometria.
*p<0.05 con respecto a los pacientes sensibles).
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Fig. 4. Expresion de diferentes isoformas de la apolipoproteina-Al
en una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la aspirina.
(APO AL apolipoproteina-Al; U.A.: Unidades arbitrarias de den-
sitometria. *p<0.05 con respecto a los pacientes sensibles).

formas (Figura 2). Tampoco encontramos diferencias signi-
ficativas en el nivel de expresion de tres isoformas distintas
de una proteina, identificada mediante comparacion con la
base de datos SWISS-2D como ceruloplasmina (Figura 3).

Posteriormente, analizamos la expresion de cinco isofor-
mas de la apolipoproteina-Al, cuya expresion fue muy simi-
lar entre ambos grupos de pacientes (Figura 4). Por dltimo,
la expresion de dos proteinas identificadas como precursor
de albumina fue similar entre ambos grupos de pacientes
(Figura 35).

Fig. 5. Expresion de diferentes isoformas del precursor de albimi-
na en una poblacién de pacientes sensibles y resistentes a la aspiri-
na. (PRE-ALBU: precursor de albimina; UA: Unidades arbitrarias
de densitometria. *p<0.05 con respecto a los pacientes sensibles).

Analisis genético

En la segunda parte de este estudio nos centramos funda-
mentalmente en el andlisis de la presencia de polimorfismos
de un unico nucledtido (SNP) en el gen de la COX-1 cuya
presencia pudiese estar relacionada con cambios en la expre-
si6n y actividad de dicho enzima. Es importante destacar,
que al igual que en el estudio protedmico, los pacientes fue-
ron seleccionados basdndonos en el hecho de que los tiempos
de oclusion estuviesen en los rangos extremos para cada una
de las dos condiciones de respuesta a Aspirina (Tabla 1).
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Tabla 2. Analisis de polimorfismos de un tnico nucle6tido (SNPs) (% pacientes)

SNPs HAPLOTIPOS SENSIBLES RESISTENTES CONTROLES
TOTAL PACIENTES - 50 33 83
NO POLIMORFICOS ACCyACC 44 (88%) 29 (87.8%) 69 (82.1 %)
C22T ACCy ATC 3 (6.8%) 1(3.4%) 7 (8.3 %)
CS50T ACCy ACT 3 (6.8%) 3(10.3%) 7 (8.3 %)
C22T/ CS50T ACCyATT 0 0 0
A-842G ACCy GCC 0 0 0
A-842G/ C22T ACCy GTC 0 0 0
A-842G/ CS0T ACCy GCT 0 0 0
A-842G/ C22T/ CS50T ACCy GTT 0 0 0

(NO POLIMORFICOS: individuos que no presentaron cambios en ninguno de los tres SNPs analizados (A-842G; C22T: C50T).

Tabla 3. Identificacion del precursor de albimina y el precursor de haptoglobina por espectrometria de masas

Proteina

N° acceso

base de datos

Método de
identificacién

Secuencia

Precursor de Albimina (PRE-HAPTO)

cubierta (%)

PRE-HAPTO Isoforma 1 P02768 MS 16% 97.90

PRE-HAPTO Isoforma 2 P02768 MS 22 100
Precursor de Haptoglobina (PRE-HAPTO)

PRE-HAPTO Isoforma 1 P00738 MS/MS 3% 74.40

PRE-HAPTO isoforma 2 P00738 MS/MS 7% 98.64

(MS: andlisis mediante espectrometria de masas; MS/MS: Espectrometria de masas en tandem).

Analizamos la presencia cambios en tres SNPs en el gen
de la COX-1 (A-842G, C22T Y C50T) (Figura 6) en una
poblacién compuesta por 50 pacientes sensibles a aspirina,
33 pacientes resistentes y una poblacion control formada
por 83 individuos del drea de la Comunidad de Madrid, co-
mo representacion de lo que puede ocurrir en la poblacion
espafiola.

La tabla 2 muestra los distintos haplotipos analizados a
partir de la combinacidon de los tres polimorfismos estudia-
dos. Como se puede observar, nuestra poblacion se caracte-
riz6 fundamentalmente por la baja frecuencia de polimor-
fismos en los tres grupos de pacientes analizados.

No observamos ningtn individuo en nuestra poblacion
que presentara cambio de adenina (A) por guanina (G) en el
caso del SNP-1 (A-842G) (Tabla 2). En el caso del SNP-2
(C22T) observamos como la presencia de este polimorfismo
era mayor en los pacientes sensibles a la aspirina con respec-
to a los resistentes (6,8 % vs 3,4 %), aunque este porcentaje
fue insignificante respecto a la poblacion total (Tabla 2).

Respecto al tercer polimorfismo estudiado, SNP-3
(C50T), observamos una mayor presencia de este polimor-

fismo en los pacientes resistentes con respecto a los sensi-
bles, aunque tnicamente se traté de un 10,3 % en los pa-
cientes resistentes con respecto a la poblacion resistente to-
tal, que no presentaron cambio en ese polimorfismo.

Por lo tanto, no encontramos ninguna asociacion entre
resistencia/sensibilidad a la aspirina y la presencia de los
tres polimorfimos de un unico nucledtido analizados en el
gen de la COX-1. La baja presencia de estos SNPs en nues-
tra poblacion no explicaria la elevada incidencia de este
sindrome (Figura 7).

I Discusion

En la primera parte de este estudio, analizamos mediante
proteémica, cambios en la expresion de proteinas plasmati-
cas relacionadas principalmente con la inflamacion y el es-
trés oxidativo en pacientes con enfermedad coronaria esta-
ble sensibles y resistentes a Aspirina, que pudieran estar
asociados con la diferente funcionalidad de sus plaquetas.
Recientemente, nuestro grupo ha descrito en este mismo
grupo de pacientes, la existencia de diferencias en el nivel
de expresion de algunas proteinas plasmaticas, que parecen
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Fig. 6. Localizacion de los tres SNPs analizados en el estudio. El
SNP-1 (A-842G) se encuentra localizado en la region promotora
del gen; SNP-2 (C22T) y SNP-3 (C50T) se localizan la region co-
dificante (ex6n 1) del gen de la COX.
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Fig. 7. Frecuencia polimoérfica del gen de la COX-1 en la pobla-
cion representativa de la Comunidad de Madrid. Ningun caso
presentd el SNP-1 (A-842G).

estar relacionadas de forma muy directa con la resistencia a
la aspirina [13].

Hemos identificado y estudiado la expresion de diferentes
isoformas de tres importantes proteinas de fase aguda co-
mo son la a1-antitripsina, el precursor de haptoglobina y la
ceruloplasmina, para analizar su posible utilidad como in-
dicadores 0 marcadores bioquimicos que ayuden a la iden-
tificacion de pacientes resistentes a la accion antiplaqueta-
ria de la Aspirina. En primer lugar, observamos como la
expresion de cuatro de las siete isoformas de la a1-antitrip-

fﬁ-a Llﬂrlﬁgé"f.

sina estaba aumentada de forma significativa en los pacien-
tes resistentes con respecto a los sensibles. En esta misma li-
nea, los niveles de esta proteina estaban también aumenta-
dos en el plasma de pacientes durante la fase aguda de un
sindrome coronario agudo [16]. Sin embargo, no encontra-
mos cambios significativos en la expresion de ceruloplasmi-
na y del precursor de haptoglobina entre los pacientes sen-
sibles y resistentes a aspirina. Ambas proteinas estdn
relacionadas de forma muy directa con la inflamacion y el
estado oxidativo [20,21]. Sin embargo, el papel y la posible
implicacion de estas proteinas en los eventos cardiovascula-
res aun no estdn completamente definida, aunque si que se
ha observado una estrecha correlacion entre los niveles de
expresion de estas proteinas de fase aguda y las concentra-
ciones plasmaticas de PCR [22]. En este sentido, tampoco
encontramos diferencias significativas en la concentracion
plasmatica de PCR entre ambos grupos de pacientes (0.24
+0.03 mg/dl vs 0.22 = 0.04 mg/dl).

No obstante, es importante destacar que en resultados
anteriores de nuestro grupo observamos como la expresion
de tres isoformas haptoglobina estaban aumentadas de for-
ma significativa en el grupo pacientes resistentes [16]. Posi-
blemente, no hemos encontrado diferencias en la expresion
del precursor de haptoglobina por tratarse de una molécula
en un estadio funcional anterior al de la proteina final. Es-
tos resultados y junto con los obtenidos en estudios ante-
riores muestran como, tal vez, el diferente nivel o grado de
expresion de algunas de las proteinas definidas habitual-
mente como de fase aguda podria estar asociada con la pe-
or respuesta plaquetaria a la aspirina que muestran este ti-
po de pacientes.

En este estudio, también identificamos 5 isoformas de la
Apo-Al. Muiltiples estudios atribuyen los efectos beneficio-
sos de las lipoproteinas de alta densidad a esta proteina. De
hecho, la expresion de esta proteina se ha asociado con una
mayor proteccion vascular [23,24]. Sin embargo, no encon-
tramos cambios significativos en la expresion de ninguna
de las isoformas de la Apo-Al entre los pacientes sensibles y
resistentes a aspirina. Del mismo modo, tampoco se encon-
traron cambios significativos en la expresion de otra apoli-
poproteina asociada a la protecciéon vascular, la apolipo-
proteina-AlIV, en este mismo tipo de pacientes [16].
Teniendo en cuenta estos resultados, podriamos decir que
no parecen existir diferencias, en cuanto a dafio vascular,
asociadas con la mejor o peor respuesta plaquetaria a la as-
pirina de ambos grupos de pacientes.

Por dltimo, tampoco encontramos diferencias significati-
vas en los niveles de expresion de dos isoformas del precur-
sor de albimina, un marcador nutricional [25], sugiriendo
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un estado nutricional similar entre ambos grupos de pa-
cientes. En la misma linea, tampoco se observaron diferen-
cias significativas en la expresion de otra isoforma del pre-
cursor de albimina, descrito en el primer estudio
proteémico realizado con estos mismos pacientes.

Por otro lado, analizamos el gen de la COX-1 en busque-
da de posibles polimorfismos de un tnico nucle6tido
(SNPs) que pudieran estar asociados con la heterogeneidad
en la respuesta plaquetaria a la aspirina en una poblacion
de pacientes con enfermedad isquémica establecida. En este
sentido, la presencia de un SNP que conlleve cambio de
aminodcido en el gen de la COX-1 podria alterar la activi-
dad catalitica o la afinidad de este enzima por la aspirina.
Asi mismo, la presencia de SNPs en las regiones limitrofes
exon-intrén puede influir de forma muy directa en el spli-
cing del m-RNA del enzima. En este estudio analizamos la
frecuencia de SNPs en el gen de la COX-1 tanto en la re-
gion promotora (A-842G), como en la region codificante
(C22T y C50T) que pudieran estar asociados con la dife-
rente respuesta plaquetaria que muestran este tipo de pa-
cientes a la aspirina.

Nuestros resultados muestran que la frecuencia de estos
SNPs es relativamente baja en nuestra poblacion, compara-
do con los resultados obtenidos en otras poblaciones como
la caucasiana o afroamericana [26], y solo explicarian la
peor respuesta a la aspirina en un pequefio porcentaje de la
poblacién. Por lo tanto, no encontramos ninguna asocia-
ci6n entre la mejor o peor respuesta plaquetaria a la aspiri-
na vy la presencia de los tres SNPs analizados.

Es importante destacar, que existe una gran controversia
con respecto a la relevancia de la presencia de mutaciones
en el gen de la COX-1 sobre la mejor o peor respuesta pla-
quetaria a la aspirina. En este sentido, Maree et al [27] de-
mostraron que la existencia de polimorfismos en la region
promotora del gen de la COX-1 (842G) estaba asociado a
la resistencia a la aspirina [28]. Por otro lado, Halushka et
al [11] mostraron como pacientes heterocigotos para el
SNP C50T, mostraban una mayor inhibicién de la forma-
ci6én de tromboxano por la aspirina. Sin embargo, Hillarp
et al [28] tampoco encontraron SNPs en el gen de la COX-
1 en pacientes no respondedores que habian sufrido un
evento isquémico cerebral. En la misma linea de resultados,
Takahashi et al [29] tampoco observaron ninguna asocia-
cién entre la presencia de polimorfismos en el gen de la
COX-1y COX-2 y la peor respuesta a la aspirina que sir-
viera para explicar la alta incidencia de este sindrome en la
poblacion general.

Por lo tanto, serdn necesarios mas estudios tanto genéti-
cos como protedmicos que proporcionen mds informacion

[rauma ™

nd.,

sobre los posiblemente mecanismos y vias de acciéon impli-
cadas en la diferente respuesta plaquetaria al tratamiento
con aspirina. |
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