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MATERIAL Y METODO

1. REACTIVOS

Todos los reactivos usados son de grado HPLC o supe-
rior. Citrato sddico basico, tripsina, acido trifluoroacético,
albumina de suero bovino, DL-ditiotreitol (DTT), iodoa-
cetamida (IAA), solucion de acrilamida/bis-acrilamida
30% (37.5:1), glicerol 86-88%, Tris-base, azul brillante
de Coomasie R250 (CBB), Tetracloroaurato (lll) de hi-
drogeno trihidratado, reactivo de Bradford y el marcador
proteico SigmaMarker de rango 6500-200000 Da fueron
suministrados por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Dodecilsulfato sédico (SDS) fue suministrado por Pan-
reac (Barcelona, Espafa). -mercaptoetanol fue suminis-
trado por Merck (Hohenbrunn, Germany). Acido a-ciano-
4-hidroxicinamico, bicarbonato amoénico (AMBIC) y acido
formico fueron suministrados por Fluka (Steinheim, Ger-
many). ZipTipz® fueron suministradas por Millipore. El kit
de deteccion de creatinina en orina procede de Cayman
chemicals (Ann Arbor, Ml, USA).

Tabla 1. Frecuencia de recogida de muestras de pacientes.

2. RECEPCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras de suero y orina de pacientes con artrosis
de rodilla, con protesis y del grupo control fueron sumi-
nistradas cada viernes por el CHUO (Complexo Hospita-
lario Universitario de Ourense). El cronograma de recogi-
da se detalla en la tabla 1.

Se han procesado todas las muestras de orina disponibles:

» Grupo control: 36.
* Grupo artrosis: 42.
» Grupo protesis: 57.

Orina. 20 ml de orina se centrifugaron 30 min a 8600
g y a continuacion diluidos en una relacion 1:10 (3 ml
hasta 30 ml) con agua milliQ y guardados a -60 °C por
quintuplicado. El suero se centrifugd 10 min a 3000 g y
el sobrenadante fue guardado a -60 °C en tubos criogé-
nicos por duplicado.

Sangre. Las muestras son centrifugadas a 3000g duran-
te 10 min, recogiendo el sobrenadante (suero) en criotu-
bos para su almacenamiento a -80°C. Se toma de cada
paciente una alicuota en la que cuantificar el contenido
proteico mediante el método de Bradford en un lector de
microplacas Labtech® LT-4000.

Artrosis Prétesis Controles Total
Mayo 7 13 0 20
Junio 14 26 2 42
Julio 4 10 0 14
Agosto 0 0 0 0
Septiembre 5 8 7 20
Octubre 9 4 16 29
Noviembre 17 1 27 45
Total 56 62 52 170

Después de descartar las muestras de sangre que no
han cumplido los criterios clinico - analitico - radioldgicos
del estudio disponemos de:

» Grupo control: 51.
* Grupo artrosis: 58.
» Grupo protesis: 58.

3. CUANTIFICACION PROTEICA
3.1. Suero

Se diluyen inicialmente 2 microL de suero a una relacion
1:500; de esta solucién se toma una alicuota y se lleva
hasta una relacion final 1:2500 en agua milliQ. Se adi-
cionan 50 microL de suero 1:2500, 100 microL de agua
milliQ y 150 microlL de reactivo de Bradford en un pocillo
de una placa. Se realiza una lectura de las absorbancias
finales a 595 nm por duplicado.

3.2. Orina

Una fraccion de 50 microL de orina recién centrifuga-
da se afiade en un pocillo de una placa, se adicionan
100 microL de agua milliQ y 150 microL de reactivo de
Bradford. Se realiza una lectura de las absorbancias fi-
nales a 595 nm por duplicado.

3.3. Recta de calibrado

Se prepara una recta de calibrado en la que determi-
nar la concentracién proteica empleando una solucion
madre de 100 microg/ml de BSA, a partir de la cual se
prepara un rango util de medida fijando los siguientes
puntos: 0 microg/ml, 1 microg/ml, 5 microg/ml, 10 mi-
crog/ml, 15 microg/ml, 20 microg/ml y 25 microg/ml. Se
toman 150 microL de dichas disoluciones para mezclar
con 150 microL de reactivo de Bradford. La lectura de
absorbancias se realizd por duplicado a 595 nm.
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4. NORMALIZACION RESPECTO A CREATININA
DE ORINA

Se realiza una normalizacion del contenido proteico en
las muestras de orina con respecto a la creatinina excre-
tada empleando un kit comercial de Cayman chemicals
basado en la determinacion colorimétrica empleando el
reactivo de Jaffe. Una alicuota de 5 microL de orina re-
cién centrifugada se diluye a una relacion final 1:15 en
agua milliQ; 150 microL de orina 1:7500 se incuban 10
min con 150 microL de reactivo de Jaffe, determinando
la absorbancia inicial a 492 nm, a continuacion se adi-
cionan 5 microL de acido acético y un periodo de incu-
bacion de 20 min, calculando la absorbancia final a 492
nm. Los resultados finales de normalizacion proteica se
han expresado en mg proteina/mmol creatinina.

5. APARATOS

La cuantificacién proteica de las muestras biologicas fue
realizada por el método de Bradford midiendo la absor-
bancia a 595 nm en un lector de microplacas LT-4000
Labtech. El suministrador de corriente PowerPac Basic
de Bio-Rad (CA, USA) fue usado para la separacion pro-
teica en SDS-PAGE. Los geles fueron escaneados en
un robot ProPicll (Digilab-Genomic Solutions, USA). Los
perfiles MS fueron tomados en un aparato Ultraflex || me-
diante matrix-assisted laser desorption/ionization tandem
time-of-flight (MALDI-TOF-TOF) (Bruker-Daltonics, Bre-
men, Germany), equipado con una celda LIFT y un laser
de nitrégeno de 50Hz. El calibrante Peptide Calibration
Standard Il es también de la casa comercial Bruker.

6. SINTESIS DE LAS NANOPARTICULAS
CITRATO-ORO

Las nanoparticulas de oro, GNPs, fueron sintetizadas
mediante el método de reducciéon del HAuCI4-3H20 con
citrato sddico en solucion acuosa de acuerdo trabajos
previamente publicados en nuestro grupo y basado en
estudios de uso de GNPs como agentes de extraccion
proteica en protedmica. 60 ml de una solucion (0.075%
w/V) de citrato sodico tribasico se calentaron a 100 °C,
afadiendo a continuacion 54 microl de HAuCl4 hidratado
(10% wi/v). La mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo
durante 15 min hasta la aparicion de un color rojo inten-
s0. Las nanoparticulas sintetizadas se pueden guardar
en nevera a 4 °C y ser utilizadas en ensayos por un pe-
riodo maximo de un mes.

7. REDUCCION Y ALQUILACION DE PROTEINAS

Alicuotas de 10 ml de orina 1:10 fueron diluidas con 20
ml de agua milliQ, ajustando el pH del medio a 8.8 con
1.2 ml de Tris 2.5 M. Los puentes disulfuro se redujeron
con 46,2 g de DTT (concentracion final de 10 mM) e
incubando durante 1 h a 37 °C. A continuacion se proce-
dié a la alquilacion con 277.5 mg de IAA (concentracion
final de 50 mM), incubando durante 45 min a temperatu-
ra ambiente y en la oscuridad.

8. FRACCIONAMIENTO PROTEICO CON
CITRATO-GNPS

Posteriormente a los pasos de reduccion y alquilacion,
1000 microl de GNPs se afnadieron a las muestras, se-
guidos de 1400 microl de acido citrico 1M para fijar el pH
a 4.0. A continuacion, la solucion de muestra con GNPs
se incubd a 37 °C en un bafio termostatizado durante 2
h. Se recolecté un pellet tras centrifugacion a 8600 g du-
rante 40 min, lavandose con 1000 microl de un tampon
acido citrico/citrato a pH=4.0. Este pellet se reconstituy6
en 10 microl de ACN 50% en AMBIC 25 mM, una alicuota
de 5 microl se sometié a digestion proteica en 50 microl
tamponados con AMBIC 25 mM vy el consiguiente anali-
sis por MALDI-TOF MS.

9. DIGESTION PROTEICA

Posteriormente a la reduccion, alquilacion y fracciona-
miento proteico utilizando GNPs, se obtuvo un pellet. Este
fue estudiado mediante un protocolo de digestion pro-
teica ultra-acelerado ya desarrollado en nuestro labora-
torio. 10 microl de tripsina preparada en 0.001% TFA se
ahadieron al pellet resuspendido en una relacion 1:20,
de acuerdo las recomendaciones del fabricante. La di-
gestion acelerada se realizd en un ultrasonic cup-horn
Sonoplus (Bandelin electronic, Berlin, Germany) trabajan-
do a 50% amplitud durante 2.5+2.5 min. A continuacion,
la actividad triptica fue detenida con la adicion de 1 mi-
crol de acido formico 50%. Las muestras se desalaron de
acuerdo el protocolo empleado por Santos et al. como se
resume: (i) Paso de activacion: aspirar y dispensar (AyD)
1x25 microL ACN, AyD 1x25 microL 50% ACN + 0.1%
TFA 'y AyD 2x25 microL 0.1% TFA; (ii) Paso captura de
péptidos: AyD la muestra 20 ciclos ajustando la pipeta
a 25 microl (iii) Paso de lavado: AyD 3x25 microL 0.1%
TFA vy, finalmente, (iv) Paso de elucién de péptidos: AyD
20x10 microL 90% ACN + 0.1% TFA. La solucion fue en-
tonces completamente secada en una centrifuga de vacio
UNIVAPO 150 ECH de UniEquip (Martinsried, Germany)
acoplada con una bomba de aspiracion refrigerada mo-
delo Unijet Il (UniEquip) y resuspendido en 10 microl de
H20 (0.1% TFA). 0.5 microL de esta solucion se espoted
en una placa MALDI mezclada con 1 microl a-CHCA (10
mg/ml preparado en 50% v/v ACN / 0.1% v/v TFA).

10. ANALISIS DEL DIGERIDO PROTEICO MEDIANTE
ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI

El espectrometro de masas opera en modo positive usan-
do un reflectron, los espectros se han adquirido en el ran-
go de m/z desde 600 a 3500. Un total de 500 espectros
se han adquirido por cada muestra a una frecuencia de
laser de 50 Hz. Se empled una calibracion externa con
los picos monoisotépicos [M+H]+ de bradikinina 1-7 (m/z
757.3992), angiotensina Il (m/z1046.5418), angiotensina
I (m/z 1296.6848) substancia P (m/z 1758.9326), ACTH
clip 1-17 (m/z 2093.0862), ACTH 18-39 (m/z 2465.1983)
y somatostatina 28 (m/z 3147.4710).
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11. SDS-PAGE

Volumenes de 5 microl de (i) Marcador de pesos molecu-
lares de amplio rango SigmaMarker 6.500-200.000 Da v,
o (ii) solucion de orina o (iii) pellets de orina se mezclaron
con 5 microl de tampoén de carga 4x (5ml of Tris—Base
0.5 M, 8ml of SDS at 10% w/v, 1ml of B-mercaptoethanol,
2 ml of glycerol, and 4 mg of bromophenol-blue, dilu-
yendo en 20 ml de agua). A continuacion, se cargaron
las muestras en una matriz de gel de 1 mm de grosor y
composicion 4% gel concentrador/ 12.5% gel separador,
realizando la electroforesis a 150 V durante 60 min. A la
finalizacion, los geles se lavaron con agua milliQ y se
tiferon en una solucion de Coomassie R-250 a tempera-
tura ambiente (preparado previamente por disolucion de
1 g de Coomassie-blue en 200 ml de una mezcla 45%
metanol y 7,5% acido acético glacial). Tras tincion, el gel
se lavo con agua milliQ y con una soluciéon de destincion
durante 3 h (45% metanol, 7,5% acido acético glacial).
Las imagenes de los geles se tomaron en un robot Pro-
Picll (Digilab Genomic Solutions, EUA).

12. DEPLECION PROTEICA EN SUERO

La deplecion proteica mediante el uso de ACN conduce
a la formacién de un precipitado constituido preferente-
mente por aquellas proteinas de MW>75 KDa, ademas
de reducir la concentracion de aquellas proteinas mas
abundantes. El uso de DTT, en cambio, precipita aque-
llas proteinas enriquecidas en residuos sulfurados. Se ha
seguido un protocolo de deplecion secuencial basado
en los estudio publicados por Fernandez-Costa et al. Se
descongela una alicuota de 100 microL de suero y se
divide en 12 fracciones de 20 microL y 1000 migrog de
proteina cuantificada mediante Bradford; se trata cada
fraccion con 2,2 microL DTT 500mM, dejando incubar
durante una hora a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo se observa la formacion de una turbidez y se
separan ambas fases mediante centrifugacion a 14000 g
durante 20 min. Se trasvasa el sobrenadante a un nuevo
eppendorf y se lleva a un volumen final de 20 microL; se
adicionan 44,5 microL mas de H20 milli-Q y 85,5 microL
de ACN enfriado. La solucion se deja incubar en bafno
de ultrasonidos durante 10 min para, a continuacion, se-
parar ambas fases mediante una nueva centrifugacion a
14000 g durante 10 min. Se mezclan los sobrenadantes
de 4 fracciones antes de llevar a sequedad a vacio. El
pellet resultante es disuelto en 50 microL de Lysis Buffer
para su cuantificacion mediante Bradford y posterior car-
ga en tiras de IEF.

13. 2D-GE

100 microg de proteina correspondientes al sobrenadan-
te resultante de la deplecion DTT/ACN son cargados me-
diante método de cup loading en una tira IEF con rango
de pH 4-7, y 10 KV-h a un tiempo final de 5 h.

Finalizada la primera dimension, se equilibré la strip en
una solucion de DTT/SDS-Equilibration buffer durante 15

min y, posteriormente, en una solucion de IAA/SDS-Equi-
libration buffer por otros 15 min. La tira es asi acoplada a
la segunda dimension en un gel de acrilamida al 12.5%
y sellado con agarosa. Se aplicd un voltaje de 200 V du-
rante 60 min hasta llegar al final de recorrido.

Los geles obtenidos fueron tenidos con Coomasie coloi-
dal y almacenados en una solucion 0.5M NaCl hasta su
posterior utilizacion.

Se obtuvieron imagenes digitalizadas con los siguientes
tiempos de exposicion: 10 ms, 15 ms, 18 ms.

DISCUSION Y RESULTADOS

1. CREACION DE UN BANCO DE ORINA

El disefio de un biobanco es un paso tan critico como
esencial si queremos garantizar el éxito de la investi-
gacion proteomica a realizar. El disefio de un biobanco
debe contemplar aspectos éticos y morales, garantizar
el anonimato de los donantes, asi como suponer una lo-
gistica lo mas sencilla posible que minimice la introduc-
cion de mayores variabilidades que las inherentes a las
propias muestras almacenadas. Es condicion ineludible
el garantizar que el método de almacenamiento escogi-
do para una muestra biolégica sera compatible con los
métodos analiticos que se van a realizar posteriormente.
Y no es menos importante poder asegurar la estabilidad
del proteoma a lo largo de toda la vida util de la muestra,
manteniéndose Io mas inalterado posible el contenido
proteico a lo largo del tiempo.

En lo que respecta a las muestras de suero y plasma,
diversos trabajos han sido publicados con la finalidad
de estandarizar en lo posible los diferentes biobancos.
La HUPO ha establecido una serie de recomendaciones
a seguir en el caso de estas muestras biologicas. Las
caracteristicas fisicoquimicas y, especialmente las micro-
biologicas, de la orina han hecho de este fluido biolégico
uno de los mas dificiles de almacenar a medio plazo de-
bido a la degradacion protedémica debida a estos facto-
res. Esta dificultad de almacenamiento debe sumarse a
la gran variabilidad bioldgica que posee en su composi-
cion, incluso dentro de un mismo individuo. A pesar de
estas grandes desventajas, las muestras de orina son
cada vez mas empleadas por ser un fluido de muy senci-
lla obtencion y que puede proporcionar una informacion
primaria no solamente a nivel analitico, también de moni-
torizacion farmacolégica, proteémica e incluso citologica.
No es de extranar que la HKUPP haya realizado un es-
fuerzo considerable en la busqueda de estandarizacion
del almacenamiento de muestras de orina.

Se ha realizado un trabajo previo encaminado a la evalua-
cion de la conveniencia de adoptar el método recomen-
dado por la HKUPP en la elaboracion de un biobanco de
muestras de orina de pacientes adultos diagnosticados
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de artrosis. A la recepcion de muestras en laboratorio
se procedié a una centrifugacion durante 30 min con la
finalidad de eliminar restos celulares en suspension, pos-
teriormente una alicuota de 3 ml de orina fue tamponada
con 2 ml de Tris buffer 1M a pH=8.0 e inmediatamente
congelada a -60°C. Las muestras fueron descongeladas
al dia siguiente, observando la formacion de un precipita-
do insoluble en todas las réplicas analizadas. Este preci-
pitado fue recogido mediante centrifugacion a 6000 rpm
durante 3 min, lavado dos veces con 100 ul de acetona.
Se intento la disolucion del pellet anadiendo porciones
sucesivas de 50 yl de PBS 10mM y sonicacion en bafno
hasta un volumen final de 700 pl. La disolucion incom-
pleta del pellet se intentd cuantificar mediante Bradford,
obteniendo un resultado significativamente distinto de

Tabla 2. Métodos de almacenamiento de alicuotas de orina.

cero pero no pudiendo analizar cuantitativamente el con-
tenido proteico. Se decidid desechar el método reco-
mendado por la HKUPP por su poca estabilidad frente a
la congelacion de las muestras y los indicios de pérdida
proteica en un tiempo inasumible con la finalidad de con-
servacion a largo plazo.

Se estudiaron paralelamente cinco métodos de alma-
cenamiento de alicuotas de 3 ml de orina mediante (i)
ajuste del pH segun lo recomendado por la HKUPP vy (ii)
una aproximacién a prevenir la aparicion de precipitados
mediante la dilucion. Los cinco métodos se ven resumi-
dos en la tabla 2 junto a su estabilidad observada a lo
largo del tiempo.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 30
Ajuste a pH final de 8.0
Tris buffer pH=8.8 Si
NH, 0.1% pH=11.3 No Si
AMBIC 25mM pH=8.46 No Si
Tris buffer pH=10.6 No Si
Dilucion de orina en H,O
1:2 Si
1:3 Si
1:4 Si
1.5 Si
1:10 No
1:15 No
A diferencia de conservar la orina a un pH=8.0, la dilu-
cion en agua a un factor 1:10 de 3 ml de orina evita la
formacion de un precipitado en el tubo criogénico duran-
te un periodo minimo de 1 mes. Se comprobd mediante Protein concentration from urine
1D-GE la presencia de las bandas proteicas comparan-
: . - Day 0 Day 30
do una alicuota diluida de acuerdo este protocolo, sin
congelar, y concentrada x60, x90 y x120 veces en un X1 X60 x90 x120 x1_ x60 _x90 x120
tubo Vivaspin® 4 con otra alicuota de la misma muestra %ggg: : : il .
de orina tras un periodo de almacenamiento de un mes. 100.0—
El proteoma se mantuvo inalterado. 75.0— -
50.0— we
37.0—
Figura 1. Estabilidad de la diluciéon de orina _
en agua en relacién 1:10 durante 1 mes. Dado el factor de 25.0
dilucion, la muestra fue concentrada empleando un tubo 200
Vivaspin® 4 previamente a su carga en el gel. X1 se refiere a '
la orina excretada por el paciente sin tratamiento. 15.0—
x60, x90 y x120 son factores de concentracion respecto del 10'0_

volumen final de 30 almacenado en congelador.
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2. OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DE PROFILING
DEL URINOMA CON GNPS.

En la implementacion de la captura proteica con GNPs
en muestras de suero publicado por Lopez-Cortes et al.
se demostro la importancia critica de los factores (i) ratio
GNPs/ proteina, (ii) rango de pH vy (iii) tiempo de incu-
bacién. La adaptacion del protocolo de trabajo en orina
requiere la valoracion de los mismos factores en el pro-
ceso de optimizaciéon de la captura proteica.

2.1. Ratio GNPs/proteina

En el caso de tratar muestras de suero la relacion optima
GNPs/proteina se fijo en 5; la extrapolacion lineal de este
ratio para la orina supondria el uso de 150 ml de GNPs,
factor totalmente inasumible. Wang et al. emplearon un
volumen de 600 microl en el tratamiento de muestras
de orina diluidas. En nuestro caso la cantidad final fue
fijada en 1 ml de GNPs habida cuenta de que la centri-
fuga solamente alcanza las 8600g maximas, en lugar de
las recomendadas por el autor, y es necesario obtener
un pellet de un tamano tal que sea manejable poste-
riormente. Incluso 8600g son insuficientes para recoger
completamente todas las GNPs, pero se realiz6 un estu-
dio por sextuplicado con el que poder garantizar que el
proceso de incubacion-centrifugacion de la muestra era
lo suficientemente reproducible. Debido a la gran varia-
bilidad observada en la concentracion proteica de las
muestras de orinas del biobanco fue necesario plantear
una normalizacién respecto al volumen de acuerdo con
las recomendaciones de Terracciano et al. , fijando este
volumen en 30 ml finales.

En la figura 2B se recoge la captura proteica de una
alicuota de 3 ml de orina con un contenido proteico de
41.2 ug/ml llevada a un volumen final de 30 ml. 6 alicuo-
tas fueron reducidas, alquiladas e incubadas durante 2
horas a 37°C con 1 ml de GNPs a pH=4.0. Se recogio
un pellet tras centrifugacion a 8600g durante 40 minutos
que fue resuspendido en 10 pl de ACN 50% (AMBIC
25mM), cargando 5 pl en gel. La comparacion entre las
6 bandas no permite distinguir ausencia alguna de spots
de proteinas entre si, lo que se comprobod graficamente
mediante el trazado de los correspondientes bandagra-
mas (vid. imago infra) en ProPic II.

Se realiz6 la digestion ultrarrapida de la restante alicuo-
ta de 5 ul suspendida en un volumen final de 50 ul de
AMBIC 25mM (5% ACN) y 2x2.5min de sonicacion al
50% de amplitud. La digestion se detuvo con la adicion
de 1 pl de FA 50%, se paso la muestra a través de una
ZipTip® y se espoted por quintuplicado en una placa de
MALDI MS para analizar la similitud entre todas las répli-
cas estudiadas, con un resultado final de 0.550+0.047.

Paralelamente se estudiaron dos series con una conte-
nido proteico que eran un tercio y el triple del descrito,
41.2 yg y 370.8 ug de proteina, respectivamente, todos
ellos normalizados en volumen. En la figura 2A y 2D se

refieren los resultados de 1D-GE y MALDI MS, respec-
tivamente, obtenidos para la muestra mas diluida, ob-
servando una reproducibilidad un 18.2+0.3% mayor con
respecto a las estudiadas para 3 ml de orina. Asimismo
existe una similitud del 0.459+0.037 entre ambos grupos.
En lo que respecta a la tanda mas concentrada, es la
que menos reproducibilidad mostro entre sus réplicas
de acuerdo a su bandagrama representado en la figura
2C, presumiblemente debido a un fendmeno de arras-
tre inespecifico durante el proceso de captura proteica
por parte de las GNPs ya observado varias veces. La
peor similitud con respecto a los otros dos grupos ob-
tenida mediante el analisis estadistico de los espectros
de MALDI MS (0.275+0.021 con la serie de menor con-
tenido proteico y de 0.396+0.018 con la intermedia) su-
gieren fijar el limite a analizar en los 125 ug de proteina.

2.2. Rango de pH y tiempo de incubacién

En el proceso de captura mediante GNPs intervienen
dos factores principales, (i) los residuos sulfurados de
Cys, Met y otros aminotioles y (ii) la atraccion electroes-
tatica entre péptidos y proteinas con carga positiva y
las nanoparticulas cuyo potencial T (zeta) es negativo.
Con la finalidad de fijar el pH que favoreciera la captura
proteica en nuestras muestras de orina se realizd una
serie de incubaciones en un rango desde 3.5 a 9.5. Un
pH mas acido conduce a la precipitacion de las GNPs
y pHs>8 no resultan efectivos debido a la presencia de
una repulsion electroestatica entre la mayor parte de las
proteinas y la superficie de la nanoparticula .

Adicionalmente al rango de pH se estudié el tiempo de
incubacion mas adecuado; para ello se valoro si dejar la
solucion durante 2 horas a 37 °C (2) o si dejar reposar
a temperatura ambiente y en agitacion durante toda la
noche la mezcla tras este periodo de incubacion para
favorecer la formacién de los agregados GNPs-proteina
(2+0). En la figura 3A y 3B se observa claramente la
diferencia que existe entre ambas estrategias, invariable-
mente, dejar en reposo las soluciones a extraer conduce
a una menor captura proteica, lo que se deduce de la
menor intensidad de todas las bandas 2+0 comparadas
con las respectivas intensidades de aquellas que fueron
centrifugadas y concentrado sus pellets inmediatamente
después de finalizar la incubacion. Los espectros MALDI
avalan esta idea, para todo el rango de pH estudiado,
entre el binomio 2h y 2h+o los segundos son mucho mas
pobres en sefiales comparados con los equivalentes al
proceso de centrifugar inmediatamente después de fina-
lizar la incubacion a 37°C.

En cuanto al rango de pH, se observa el mayor niumero
de spots y de mayor intensidad en el rango comprendido
entre un pH 3.5y 4.5; resultado que esta en la linea de
nuestros estudios previos realizados en suero, asi como
de otras investigaciones similares llevadas a cabo por
otros grupos de investigacion en muestras de orina. A
niveles superiores de pH la captura proteica decrece
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Figura 2. Reproducibilidad de incubaciéon durante 2 horas a 37°C a pH=4.0 con 1 ml de GNPs. (A) De 1 ml de orina 41.2 ug/ml
ajustado a 30 ml finales, 41.2 ug. (B) De 3 ml de orina 41.2 pug/ml ajustado a 30 ml finales, 123.6 ug. (C) De 9 ml de orina 41.2 ug/
ml ajustado a 30 ml finales, 370.8 pg. Una alicuota de 5 ul de cada banda fue reservada para un estudio de la reproducibilidad
mediante MALDI MS, cada una fue espoteada 5 veces en placa. (D) Procedente de muestra de 1 ml de orina 41.2 pyg/ml ajustado
a 30 ml finales, 41.2 ug. (E) Procedente de muestra de 3 ml de orina 41.2 ug/ml ajustado a 30 ml finales, 123.6 ug. (F) Procedente
de muestra de 9 ml de orina 41.2 pug/ml ajustado a 30 ml finales, 370.8 ug. (G) Similitud entre los tres grupos analizados, el rojo
corresponde a 1 ml de orina normalizado, el verde a 3 ml y el violeta a 9 ml. Los resultados se han representado agrupados en
una triada, donde la primera columna se refiere a las similitudes con respecto a 1 ml de orina normalizado, la segunda a 3 ml y

la tercera las similitudes con los 9 ml normalizados. 1_1 0.65340.030; 1_3 0.459+0.037; 1 9 0.275+0.021; 3 3 0.550+0.047; 3 9
0.396+0.018; 9 9 0.440+0.026.
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significativamente, estabilizandose en una meseta que se los tres picos mas intensos, es un espectro a todas
se mantuvo hasta el valor mas basico analizado. Los luces insuficiente para obtener un perfil peptidico de in-
espectros de MALDI MS son todavia mas significativos, terés.

mlehtras qug a pHs 3'5. y 4.5 se thlenen eszeotros de En base a los resultados de tiempo y acidez del medio,
perfiles peptidicos relativamente ricos en sefales, a un . . . .

. . . . fijamos las condiciones de incubacion en 2 horas y a
pH 5.5 tanto la intensidad de los picos como su numero oH=4.0

es mucho menor; a pH 7.5 solamente pudieron detectar-

A) pH=3.5 pH=4.5 pH=5.5 pH=6.5 B) pH=7.5 pH=8.5 pH=9.5
wine 2 2+0 2 2+0 2 2+0 2 2+0 wine 2 2+0 2 240 2 2+0
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Figura 3. (A) Rango acido de incubacion de 30 ml de orina 1:30, la banda 2 se refiere a 2 horas de incubacion a 37°C mientras
que 2+0 supone la adicion de un paso de reposo posterior a la incubaciéon para favorecer la estabilizacion tedrica de los
agregados GNPs-proteina. (B) Rango basico de incubacion de 30 ml de orina 1:30, la banda 2 se refiere a 2 horas de incubacion
a 37°C mientras que 2+0 supone la adicién de un paso de reposo posterior a la incubacion para favorecer la estabilizacion tedrica
de los agregados GNPs-proteina. (C) Espectro MALDI MS de alicuota de orina 1:30 incubada a pH=3.5. (D) Espectro MALDI MS
de alicuota de orina 1:30 incubada a pH=4.5. (E) Espectro MALDI MS de alicuota de orina 1:30 incubada a pH=5.5. (F) Espectro
MALDI MS de alicuota de orina 1:30 incubada a pH=6.5. (G) Espectro MALDI MS de alicuota de orina 1:30 incubada a pH=7.5.
(H) Espectro MALDI MS de alicuota de orina 1:30 incubada a pH=8.5. (I) Espectro MALDI MS de alicuota de orina 1:30 incubada
a pH=9.5. (F) Espectro MALDI MS de alicuota de orina 1:30 incubada a pH=7.5. (J) Detalle de superposicion de los espectros
representados en (C), (D), (E) y (G) entre 1960-2080 m/z.
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2.3. Digestion triptica

El uso de 1 ml de GNPs como agentes de captura de
proteinas en la muestras de orina y su posterior con-
centracion en un volumen final de 10 pyl de ACN 50%
(AMBIC 25mM) dificulta sobremanera el correcto éxito
de la digestion triptica mediante ultrasonidos. En primer
lugar se tomo6 una alicuota de 5 pl de la solucion final
concentrada y se diluy6o en 45 pl de AMBIC 25mM para
garantizar un medio de pH>7, [ACN]=5% vy se diluyen

A)

Pellet en 10ul de ACN
50% (AMBIC 25mM)

4501 AMBIC 25mM
Y | 6

1:40 trip 1:40trip 1:20trip 1:20trip 1:20trip latrip
2,5min 25% 2,5min 50% J12x2,5min 25%]|2x2,5min 50%|] 2 5min 25% 2,5min 25%

1:4 trip
2,5min 25%

los agregados de GNPs en el que la tripsina puede ejer-
cer su actividad de corte. Se ensayaron 8 variantes de
digestion, todas ellas basadas en el protocolo de diges-
tion ultrarrapida desarrollado por el grupo de investiga-
cién y que se encuentran recogidas en el esquema 1A.
En vista a los espectros obtenidos se aplicod el método
4, coincidente con los parametros clasicos utilizados de
manera rutinaria.

1:20trip
2x2,5min 25%

1:40trip -40trip 1:20 trip 14 trip
2,5min 25% || 2,5min 50% 2,5min 25% || 2.5min 25%

ZipTips®

Eluir5x10pl ACN 90%,
TFA 0,1%, H,0 10%

10ul TFA 0,1% (H,0)

MALDI-TOF M5

Orina —— 10000rpm 30min |~ Diluir 3mla 1:10 H,0
277,50mg 1AA (50mM) |—d 46,28mg DTT (10mM) F— 1,2ml Tris 2.5M
pH=4,0 (ac. Citrico 1IM) |— 1mIGNPs, 2h,37¢C }—{ 9000rpm 40min
Redisolver 10ul de ACN
45p1 AMBIC 25mM  |— 5pl 1 50% (AMBIC 25mM)
1:20 trip - Eluir 5x10pl ACN 90%,
. — ZipTips® —
2x2,5min 50% TFA 0,1%, H,0 10%
MALDI-TOF MS  |—] 10pl TFA 0,1% (H,0) |— Secar

Figura 4. (A) Ensayos conducentes a la fijacion del tratamiento de digestion ultrarrapida en sonda de ultrasonidos; el pellet de
GNPs se diluy6é en 50 microl de ACN 50%, en una alicuota de 5 microl se ajust6 el pH al adecuado para la accion de la tripsina y
se probaron las siguientes condiciones de digestion. (A1) 2 adiciones en relacién proteica 1:40, 2x2.5 min, 25% de amplitud; (A2)
2 adiciones en relacion proteica 1:40, 2x2.5 min, 50% de amplitud; (A3) 1 adicion en relacion proteica 1:20, 2x2.5 min, 25% de
amplitud; (A4) 1 adicién en relacion proteica 1:20, 2x2.5 min, 50% de amplitud; (A5) 2 adiciones en relacion proteica 1:20, 2x2.5
min, 25% de amplitud; (A6) 2 adiciones en relacion proteica 1:4, 2x2.5 min, 25% de amplitud; (A7) 1 adicion en relacion proteica
1:4, 2x2.5 min, 25% de amplitud; (A8) 1 adicion en relacion proteica 1:20, 2x2.5 min, 25% de amplitud. Los péptidos obtenidos se
preconcentraron con ziptips como paso previo al correspondiente analisis por MALDI MS. (B) Protocolo de tratamiento de muestras
de orina para la obtencion del perfil peptidico; brevemente, a la recepcion de la muestra ésta fue centrifugada para eliminar
posibles restos celulares presentes, el almacenamiento se realizé a -60°C en una dilucion 1:10. Los tubos Falcon de los pacientes
a estudiar se descongelaron, se ajusto el medio con tampoén Tris-HCI 2.5 M y la proteinas presente se redujo y alquilé con DTT 10
mM e IAA 50 mM, respectivamente, segun técnica de protedémica clasica, se ajustd el pH=4.0 con acido citrico 1 M previamente
a la incubacion con 1 ml de GNPs durante 2 h a 37°C, se recolectd el pellet de nanoparticulas mediante centrifugacion y se
resuspendié en ACN 50%, una alicuota de 5 microl de esta solucién se basifico con AMBIC 25 mM previamente a la adicion de
tripsina. Los péptidos obtenidos se preconcentraron en ziptips para su carga en la placa de MALDI MS y consecuente analisis.

3. ANALISIS DE MUESTRAS CLINICAS

Se analizaron un total de 137 pacientes, de los que 42
son pacientes de artrosis, 59 han sido intervenidos con
una proétesis y 36 son controles negativos para la enfer-
medad a estudiar. Tras descartar las que no cumplian
los criterios de inclusién se incluyeron 134 muestras, 42
de pacientes con artrosis, 35 de controles y 57 de pro-
tesis. Las medias de edad de los grupos a evaluados
fueron de 67, 65 y 69 anos, respectivamente. Un 80% de
los pacientes con artrosis y un 72% de las protetizadas

son de sexo femenino, mientras que en el caso de los
controles suponen el 46% de los individuos analizados.

En cuanto a la identificacion de potenciales biomarca-
dores séricos se prepararon 3, 2 y 2 pooles de pacien-
tes control, de protesis y sanos respectivamente, cada
uno de ellos compuesto por una combinacion de 25
pacientes y de edades medias de 66, 65, 65; porcen-
tajes de mujeres del 48%, 52% y 80% para el caso de
los grupos control. De edades 69,6 y 69,2 y un porcen-
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taje de mujeres del 71% para el caso de implantados
de protesis vy, finalmente de edad media de 66,6 y 66,2
con porcentajes del 84% y del 80% para el caso de
los diagnosticados de artrosis (ver anexo 1). La ventaja
del uso de pooles sobre un estudio individualizado esta
en que aquellas variaciones discretas y propias de la
fisiologia de un paciente se ven minimizadas dentro del
pool, mientras que aquellas alteraciones en el proteoma
por causa la artrosis tendran un comportamiento sinérgi-
co y pueden conducir a la identificacion de potenciales
biomarcadores con mayor utilidad en un amplio espectro
de pacientes.

3.1. Profiling de orina
3.1.1. Diagnéstico automatico

Uno de los campos mas importantes de la inteligencia
artificial es el aprendizaje automatico. Los trabajos en
este campo se centran en la creacion de algoritmos ca-
paces de reconocer y aprender los patrones presentes
en un conjunto de datos asociados a determinadas con-
diciones, en un proceso que se denomina “entrenamien-
to”. Tras el entrenamiento de un algoritmo se espera que,
al serle presentada una nueva instancia con las mismas
caracteristicas que las que se han empleado durante
su entrenamiento, este sea capaz de identificar con qué
condicion esta asociada dicha instancia.

Como parte de esta investigacion, se ha realizado un
estudio sobre la posibilidad de identificar de forma auto-
matizada la condicién asociada a una muestra analizada
mediante espectrometria de masas utilizando MALDI-
TOF. Para ello, se ha evaluado la aplicabilidad de distin-
tas técnicas de aprendizaje automatico, adecuadas para
este tipo de trabajo.

3.1.2. Conjunto de datos

En la realizacion de esta parte del estudio se ha utilizado
un conjunto de datos compuesto por pacientes con tres
condiciones distintas: i) protesis, ii) artrosis vy iii) control,
es decir, pacientes que no presentan ninguna de las dos
condiciones anteriores. En total se han estudiado 136
pacientes, distribuidos como se indica en la Tabla 3 entre
las distintas condiciones.

Tabla 3. Distribucion de pacientes entre las distintas condiciones.

Condicion N° de Pacientes
Protesis 58
Artrosis 42
Control 36
Total 136

Con el fin de reducir el ruido técnico, las muestras de
cada paciente han sido analizadas por quintuplicado en
el MALDI-TOF, generando de este modo, cinco espec-
tros para cada paciente.

3.1.3. Procesado de datos.

Los datos de los espectros obtenidos a partir de las
muestras deben ser preprocesados para, por un lado,
eliminar el ruido presente y, por otro lado, obtener un
unico espectro representativo de cada muestra que re-
suma los cinco espectros generados durante su analisis.

Tras realizar un estudio de los parametros ideales para
llevar a cabo este proceso, se ha determinado que la
mejor configuracion en este caso, y por tanto la emplea-
da, es eliminar aquellos picos con un ratio de sefial/ruido
(SN) inferior a 6, permitir un margen de error de 300 ppm
en el alineamiento de picos y seleccionar unicamente
aquellos picos que aparecen en, al menos, cuatro de
las cinco réplicas realizadas para cada muestra. Como
parte final del preprocesado, el conjunto de datos ha
sido discretizado, sustituyendo la intensidad de los picos
detectados por un valor booleano indicando su presen-
Cia 0 ausencia.

3.1.4. Evaluacion de técnicas de aprendizaje automatico.

El conjunto de los datos de todos los pacientes, una vez
preprocesados, se ha empleado como base para la eva-
luacion de la aplicabilidad de distintas técnicas de apren-
dizaje automatico. El esquema elegido para evaluar los
algoritmos de clasificacion ha sido una Leave-One-Out
Cross Validation, un proceso iterativo en el cual se reali-
zan tantas evaluaciones como muestras hay en el con-
junto de datos. En cada evaluacion el clasificador se
entrena con todas las muestras menos una, que sera la
que el algoritmo debera clasificar. La muestra a clasificar
nunca se repetira, con lo que al final de la evaluacion
todas las muestras habran sido clasificadas por el algo-
ritmo. Este es un método exhaustivo que permite evaluar
el comportamiento real del clasificador de una forma bas-
tante realista.

En total se han evaluado diez algoritmos distintos, aunque
algunos de ellos pertenecen a la misma familia de clasifi-
cadores. Todos ellos han sido tomados de la biblioteca
Weka (http://www.cs.waikato.ac.nz/ml/weka/) y, salvo en
aquellos casos en los que se indica explicitamente, se han
utilizado los parametros por defecto. Ademas, cada clasi-
ficador ha sido combinado con una seleccion de caracte-
risticas basada en el test de %2, mediante la cual se han
seleccionado las 20 mejores caracteristicas (esto es, los
20 mejores picos).

Dado que la distincion entre los pacientes de protesis y
los pacientes con artrosis puede resultar complicada
desde el punto de vista protedbmico, la evaluacion de al-
goritmos de aprendizaje automatico se llevo a cabo tanto
para identificar los sujetos de las tres condiciones por
separado (problema triclase), como para distinguir los
controles frente a los que sufren artrosis o portan ya pro-
tesis (problema biclase). Este ultimo resulta un problema
de clasificacion mas sencillo, por lo que cabe esperar
mejores resultados.
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A continuacion se presentan los resultados tanto para el
problema triclase, como para el problema biclase. Para
cada una de las clases se muestra la sensibilidad (Sen.),
especificidad (Esp.) y el cociente de correlacién de
Matthews (MCC, Mathews Correlation Coeficient) obteni-
dos por cada algoritmo.

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la evalua-
cion de los clasificadores utilizando un conjunto de datos

triclase. En este caso, el clasificador IBk se ha configu-
rado para optimizar en valor de k hasta un maximo de 10,
y el coeficiente del clasificador C4.5 se ha establecido en
0.15. En este caso, cabe destacar el resultado obtenido
por el clasificador C4.5, obteniendo un valor de MCC de
0,766 para la clase control y manteniéndose por encima
de 0,4 para el resto de las clases. Aun asi, los resultados
obtenidos por los clasificadores indican que aun existe
un amplio margen de mejora.

Tabla 4. Resumen de los resultados de la evaluacion de los clasificadores utilizando un conjunto de datos triclase.

Prétesis Artrosis Control
Sen. Esp. MCC Sen. Esp. MCC Sen. Esp. MCC
Bayes Net (BN) 0,621 0,615 0,234 0,333 0,830 0,182 0,639 0,830 0,454
Decision Table (DT) 0,655 0,590 0,242 0,595 0,766 0,351 0,389 0,950 0,431
1B-10 (1B10) 0,621 0,590 0,208 0,452 0,734 0,184 0,417 0,910 0,378

Naive Bayes (NB) 0,621 0,615 0,234 0,333 0,830 0,182 0,639 0,830 0,454
Naive Bayes Simple (NBS) 0,621 0,615 0,234 0,333 0,830 0,182 0,639 0,830 0,454
Random Forest (RF) 0,362 0,590 -0,049 0,405 0,713 0,116 0,583 0,820 0,393
SMO (SMO) 0,638 0,667 0,302 0,643 0,809 0,443 0,667 0,960 0,684
SVM Lineal Kernel (SVM-L) 0,724 0,487 0,214 0,381 0,809 0,202 0,444 0,960 0,504
SVM RBF Kernel (SVM-R) 0,638 0,641 0,276 0,571 0,819 0,393 0,667 0,940 0,645
Bayes Net (BN) 0,621 0,615 0,234 0,333 0,830 0,182 0,639 0,830 0,454

En la Tabla 5 se presentan los resultados de la evalua-
cion de los clasificadores utilizando un conjunto de datos
biclase. Como en el caso anterior, el clasificador IBk se
ha configurado para optimizar en valor de k hasta un
maximo de 10, aunque, en este caso, el coeficiente del
clasificador C4.5 se ha reducido hasta 0.05. Los resulta-
dos obtenidos por los clasificadores en este caso son
notablemente mejores, destacando, de nuevo, los obte-

nidos por el clasificador C4.5, cuyo indice MCC se man-
tiene en 0,786 en ambas clases. Ademas, es notable la
sensibilidad obtenida por los clasificadores en general
respecto a los casos, indicando la baja probabilidad de
no identificar un paciente con una patologia como tal. Por
otro lado, la especificidad de los casos resulta ligera-
mente baja.

Tabla 5. Resumen de los resultados de la evaluacion de los clasificadores utilizando un conjunto de datos biclase.

Casos Controles
Sen. Esp. McC Sen. Esp. MCcC
Bayes Net (BN) 0,840 0,639 0,467 0,639 0,840 0,467
Decision Table (DT) 0,980 0,583 0,663 0,583 0,980 0,663
IB-10 (IB10) 0,950 0,556 0,576 0,556 0,950 0,576

Naive Bayes (NB) 0,840 0,639 0,467 0,639 0,840 0,467
Naive Bayes Simple (NBS) 0,840 0,639 0,467 0,639 0,840 0,467
Random Forest (RF) 0,970 0,694 0,725 0,694 0,970 0,725
SMO (SMO) 0,980 0,667 0,726 0,667 0,980 0,726
SVM Lineal Kernel (SVM-L) 0,980 0,667 0,726 0,667 0,980 0,726
SVM RBF Kernel (SVM-R) 0,990 0,417 0,557 0,417 0,990 0,557
Bayes Net (BN) 0,840 0,639 0,467 0,639 0,840 0,467
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3.1.5. Identificacién de picos discriminantes.

La identificacion de picos asociados a una condicion de-
terminada resulta interesante para el diagnostico automa-
tico, puesto que su presencia o ausencia puede ser indi-
cadora de la condicion asociada. Este tipo de picos se

ol

alilks

denominan “biomarcadores” puesto que son elementos =
bioldgicos que “marcan” la presencia de una condicion =]
determinada, en ciertos casos, una patologia. E
Como complemento a la evaluacion de algoritmos de =

il

2]

aprendizaje automatico, se ha realizado un analisis ba-
sado en tests estadisticos con el fin de identificar picos
que puedan resultar discriminantes entre dos o mas con-
diciones. En el documento “peaklists.xIsx” que se adjunta
se presentan dos tablas con la lista de picos identifica-
dos, tanto para el problema biclase, como para el pro-
blema triclase. Con el fin de identificar el poder discrimi-
nante de cada pico, se ha aplicado un test estadistico
adecuado (test de Fisher para biclase y test 2 para tri-
clase) y, con el fin de evitar falsos positivos entre los
posibles picos discriminantes, el resultado de los tests
estadisticos ha sido corregido mediante la correccion
FDR de Benjamini-Hochberg.

sl

k|

El resultado ha sido la identificacion de 9 picos discrimi-
nantes en ambos casos, presentando todos ellos un g-
valor < 0,05, lo que indica un comportamiento significati-
vamente distinto en dos 0 mas clases. Tras revisar el
valor de los picos identificados, se puede observar como
la coincidencia de las dos listas de picos casi total, dife-
renciandose ambas Unicamente en dos picos. Esto in-
dica que los picos discriminantes identificados permiten,
principalmente, distinguir la clase control del resto de
clases, apuntando hacia una carencia de picos discrimi-
nantes entre las condiciones protesis y artrosis. De este
modo, se confirma lo visto en los resultados de la evalua-
cion de clasificadores, donde los valores de los estadis-
ticos para estas dos condiciones resultaron inferiores a
los obtenidos para la condicion control.

Figura 5. Los rangos de valores de los parametros de
preprocesado utilizados fueron: Peak Intensity (Intensidad
minima): 0.0-0.2 con un paso de 0.05 (es decir, 0.0, 0.05, 0.1,
0.15y 0.2). Signal/Noise: 3-10 con un paso de 1. PPM: 100-300
con un paso de 50. POP: 0.6-1 con un paso de 0.2.
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3.2. Identificacion de biomarcadores en suero.

Tras la obtencion de geles 2D (Figura 6A). Se han ob-
tenido 35 spots con caracteristicas diferenciales p<0,05
entre los tres grupos y 17 spots con caracteristicas dife-

renciales p<0,01 (Figura 6B).

A) Gel de electroforesis.

B) Spots diferenciales.

Principal Components Analysis
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Principal Component 1

Figura 6. Identificacion proteica diferencial en suero.

06

Cada uno de los spots diferenciales ha sido cortado y
digerido, identificando la proteina que representa. Se han
realizado 2 réplicas por cada uno de los pooles de con-

troles, artrosis y protesis.

Con diferencias entre grupo p< 0,01 finalmente se han

aislado 7 proteinas y con p<0,05, 5 proteinas.
P< 0,01.
Apolipoproteina A IV.

Log Hormal ised Valume

Alfa 1 antitripsina.

Log Hormalised Volume

Log Hommalised Volume

Alfa 2 macroglobulina.

Log Homalised Volume

Hemopexina.

Log Homalised Wolume

|G Kappa region C.

Log Hormalised Volume

£,52(:3, 17=-002)

Log Homalised Volume
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P <0,05.

IG alfa 1 region C. Serotransferrina.

8, B
£,532(+5,00=-002)

Log Hommalised Volume
Log Homalised Volume

Zinc alfa 2 glicoproteina. Haptoglobina.

7.26(:0,21)

£,28(£0,13) 7,24(:0,33)

Log Homalised Yolume
Log Homalised Wolume

POH PO POA POAY PPH (a3 POH PO POA1 POA2 PPH PR

El resumen de los niveles de expresion proteica y la fun-

Inhibidor de la proteasa plasmatica C1.
b b cion de las proteinas aisladas se describen en la tabla 6.

Log Hormmalised Volume

Tabla 6. Resumen de las proteinas aisladas, niveles y funciéon (A= artrosis, P= protesis).

Nivel respecto a control
Funcion proteina
Aumentado Disminuido

Apolipoproteina A IV A P Via del colesterol
Alfa 1 antitripsina A P Respuesta fase aguda
Factor B del complemento A Via del complemento alternativa
Alfa 2 macroglobulina A Via intrinseca coagulacion
Hemopexina P Homeostasis hierro
IG Kappa region C A Via clasica del complemento
Alfa 1B glicoproteina A P Respuesta fase aguda
IG alfa 1 regién C B Respuesta inmune
Zinc alfa 2 glicoproteina A P Procesado antigénico
Inhibidor de la proteasa plasmatica C1 A P Via intrinseca de la coagulacion
Serotransferrina A P Homeostasis hierro
Haptoglobina A P Respuesta fase aguda
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VALORACION FINAL

Tras finalizar la realizacion del trabajo podemos decir
que nos hemos acercado al objetivo principal del mismo:
determinar la presencia de un perfil protedomico (biomar-
cadores) especifico en suero y orina en pacientes con
artrosis de rodilla. Perfil para diagnéstico.

En orina se han procesado los perfiles peptidicos obteni-
dos mediante dos estrategias diferentes aunque comple-
mentarias: estrategia de clasificadores e identificacion
de picos discriminantes.

Estrategia de clasificadores. Se trata de encontrar una con-
figuracion informatica que nos permita identificar a que gru-
po determinado pertenece una muestras analizada.

Se han planteado como problema triclase (protesis, ar-
trosis y controles) y como biclase (casos y controles).

Problema triclase. Se destacan los resultados del clasifi-
cador C4.5, obteniendo un valor de MCC de 0,766 para
la clase control y manteniéndose por encima de 0,4 para
el resto de las clases. Aun asi, los resultados obtenidos
por los clasificadores indican que aun existe un amplio
margen de mejora.

Por este motivo se ha planteado un problema mas sen-
cillo, biclase.

Problema biclase. Los resultados obtenidos por los clasi-
ficadores en este caso son notablemente mejores, desta-
cando, de nuevo, los obtenidos por el clasificador C4.5,
cuyo indice MCC se mantiene en 0,786 en ambas cla-

ses. Ademas, es notable la sensibilidad obtenida por los
clasificadores en general respecto a los casos, indican-
do la baja probabilidad de no identificar un paciente con
una patologia como tal. Por otro lado, la especificidad de
los casos resulta ligeramente baja.

Los clasificadores ideales son los que tienen valores por
encima de 0,8. Tras conseguir un valor muy cercano y
tras los malos resultados iniciales estamos satisfechos
con la capacidad identificadora de nuestro sistema.

Orina. Identificacion de picos discriminantes.

El resultado ha sido la identificacion de 9 picos discri-
minantes en ambos casos, presentando todos ellos un
g-valor < 0,05, lo que indica un comportamiento signi-
ficativamente distinto en dos o mas clases. Tras revisar
el valor de los picos identificados, se puede observar
como la coincidencia de las dos listas de picos casi to-
tal, diferenciandose ambas Unicamente en dos picos.
Esto indica que los picos discriminantes identificados
permiten, principalmente, distinguir la clase control del
resto de clases, apuntando hacia una carencia de picos
discriminantes entre las condiciones proétesis y artrosis.
De este modo, se confirma lo visto en los resultados de
la evaluacion de clasificadores, donde los valores de los
estadisticos para estas dos condiciones resultaron infe-
riores a los obtenidos para la condicion control.

Hemos optimizado ademas un método para la conserva-
cion a medio plazo de las muestras de orina, que per-
mite la recuperacion a largo de un mes de la cantidad
suficiente de proteinas para ser procesada.

En cuanto al suero, corroboramos, de nuevo, la utilidad
del método de doble deplecion proteica para la obten-

cion de proteinas minoritarias. Ademas de demostrar
la existencia de un grupo de proteinas diferenciales en
cada uno de los grupos.

Se han aislado 7 proteinas con diferencias entre grupos
p<0,01 y 5 p<0,05, como posibles biomarcadores que
han de ser confirmados mediante estudios posteriores
de ELISA.

Apolipoproteina A IV

Alfa 1 antitripsina

Factor B del complemento

Alfa 2 macroglobulina

Hemopexina

IG Kappa region C

Alfa 1B glicoproteina

IG alfa 1 region C

Zinc alfa 2 glicoproteina

Inhibidor de la proteasa plasmatica C1

Serotransferrina

Haptoglobina

Presentaron niveles proteicos menores en los grupos de
protesis y artrosis que en el grupo control: apolipoprotei-
na A IV, Alfa 1 antitripsina, alfa 1B glicoproteina y zinc
alfa 2 glicoproteina.
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Presentaron niveles proteicos mayores en los grupos de
protesis y artrosis que en el grupo control: inhibidor de
la proteasa plasmatica, serotransferrina y haptoglobina.

Presentaron niveles proteicos mayores en el grupo de
protesis que en el grupo control: hemopexina y Ig alfa 1
region C.

Presentaron niveles proteicos mayores en el grupo artro-
sis que en el grupo control: factor B del complemento,
alfa 2 macroglobulina y Ig kappa region C.

ANEXO |I: POOLES

Control Group

No podemos finalizar este informe sin agradecer a Ma-
pfre y a todas las personas relacionadas con las becas,
la oportunidad que nos han dado de trabajar en este
enriquecedor estudio de investigacion traslacional y mul-
tidisciplinar.

Control Group

Pool C1 Pool C2
No. of patients 25 No. of patients 25
age 66.2+7.2 age 64.7 £6.3
% female 48,0 % female 52,0
range 54-85 range 54-83

Control Group

Pool C3
No. of patients 25
Age 65.0+7.2
% female 80,0
Range 54-83

Se ha realizado un tercer pool de control para conseguir un porcentaje de mujeres similar

al del grupo de protesis y artrosis.

Group P
Pool P1 Pool P2
No. of patients 25 No. of patients 25
Age 69.6 +7.3 age 69.2+6.9
% female 71,0 % female 71,0
Range 53-83 range 54-81
Group A
Pool A1 Pool A2
No. of patients 25 No. of patients 25
Age 66.6 + 8.0 age 66.2 + 8.0
% female 84,0 % female 80,0
Range 55-84 range 54-84




