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Expresion diferencial de proteinas cardiacas en ratas

diabéticas tipo Sprague-Dawley

Differential heart protein expression in diabetic type Sprague-Dawley rats.

Richard Southgate, Biol.; Cristina Osorio, Lab.®; John Bustamante, MD., Ph.D.®; Oscar Alzate, Biofis., Ph.D.2 4

Ohio, USA; Durham, NC, USA; Medellin, Colombia.

Se purificaron proteinas cardiacas a partir de ratas diabéticas y sanas de tipo Sprague-Dawley. Las
proteinas fueron fraccionadas por medio de gel de electroforesis de dos dimensiones (2D-PAGE). La
separacion resultante fue visualizada por tincion con Coomassie azul. Luego de ser convertidas en imagen
digital, las proteinas del grupo diabético y del grupo control fueron comparadas y correlacionadas para
determinar los niveles de expresion diferenciada. Sesenta de las ciento ochenta proteinas en el gel fueron
removidas y digeridas en fragmentos pequefios de péptidos, los cuales se analizaron por medio de
espectrometria de masas para determinar la estructura primaria de los péptidos resultantes (secuencia
de los aminoécidos). Esta informacién se registré en una base de datos (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) para
determinar la identidad de las proteinas precedentes a los péptidos. Se determiné la identidad de las
proteinas expresadas diferencialmente en el tejido cardiaco de ambos grupos; se encontraron varias
proteinas expresadas en diferentes niveles a los normales cuando se analizaron los corazones de ratas
diabéticas, incluyendo fosfatasa de tiroxina (PTP, Q60998), receptores de lipoproteinas de muy baja densi-
dad (VLDL-R, P98156), perioxidasa de glutation (PHGPx, O70325), transferasa de serina hidroxilamina
(SHMT, P50431), adenylyl cyclasa proteina 1 asociada (CAP1, P40124) y teletonina (TELT, O70548).

PALABRAS CLAVE: proteinas cardiacas, diabetes mellitus, modelo murino, proteémica.

Cardiac proteins were isolated from diabetic and wild type Sprague-Dawley rats, then fractionated by two
dimensional gel electrophoresis (2D-PAGE) using isoelectric focusing and molecular weight. The resulting
protein spots were stained to facilitate detection. After being converted into a digital image, the proteins on
the diabetic and wild type gels were matched to each other then compared to determine levels of expression.
Sixty of the one hundred and eighty proteins on the gel were removed and digested to produce peptide
fragments, which were analyzed by mass spectrometry to determine their amino acid sequence. This
information was entered into a protein database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) to determine the identity of
the corresponding proteins. The identity of proteins differentially expressed in cardiac tissue of both groups
was determined: several proteins were found to be expressed at different levels than normal in the hearts of
diabetic rats, including protein tyrosine phosphatase (PTP, Q60998), very low-density lipoprotein receptor
(VLDL-R, P98156), glutathione peroxidase (PHGPx, O70325), serine hydroxymethyl transferase (SHMT,
P50431), adenylyl cyclase-associated protein 1 (CAP1, P40124), and telethonin (TELT, O70548).
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Introduccion

La diabetes mellitus es una condicion patolégica en
la cual se conoce que el organismo no es capaz de
regular efectivamente el nivel de glucosa en la sangre,
pero al mismo tiempo hay otros efectos, no todos
esclarecidos, que afectan los érganos blanco de esta
disfuncién hormonal entre los cuales se encuentra el
sistema cardiovascular (1-7). Esta patologia puede ocu-
rrir por varias razones, entre las que se encuentran la
inhabilidad de producir insulina y de otro lado, la
resistencia a los efectos de la insulina. La insulina es una
hormona que se distribuye a través del organismo por el
sistema circulatorio y que esta involucrada en el metabo-
lismo de la glucosa, pero que también puede afectar
otros productos metabdlicos. En la diabetes tipo I, el
sistemainmune ataca, a temprana edad, las células que
producen insulina; en la diabetes tipo Il la enfermedad
se relaciona con algun tipo de resistencia adquirida en
edades mas avanzadas. Hay alrededor de 150 millones
de personas con diabetes en el mundo, y este niUmero
crece de forma importante (8) por lo que se vislumbra
como una patologia de gran repercusion social.

Aunque en la patologia diabética se reconoce un
potencial riesgo de enfermedad isquémica cardiaca, no
se conoce de manera acertada como la diabetes causa
alteraciones cardiacas independientemente de la ate-
rosclerosis coronaria. La hipertrofia ventricular, los dife-
rentes tipos de cardiomiopatia, las alteraciones en la
micro circulaciony elincremento del estrés cardiaco, que
conllevan reduccion en el comportamiento contréctil
(performance), no se explican completamente sélo por
los efectos celulares de la hiperglicemia. La diabetes
mellitus abarca mas que una mera anormalidad en la
homeostasis de la glucosa, y se debe explorar y entender
el impacto del complejo disturbio metabdlico sobre la
estructura cardiaca, afectando tanto la actividad sist6lica
como la diastélica.

Un tema actual de estudio es la relacion que tiene la
diabetes con la manifestacion en el nivel de proteinas
especificas involucradas tanto en la estructura como en
el metabolismo celular. Las proteinas se relacionan con
todos los biosistemas del organismo humano, siendo el
resultado primario de la informacion codificada por el
genoma; esto hace que cuando se alteran los niveles de
expresion de algunas proteinas, haya un cambio corres-
pondiente en la funcionalidad de la célula (9-12). Asi, la
expresion de varias proteinas puede usarse como mar-
cador para fenotipos especificos de enfermedad, inclu-
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yendo la patologia cardiovascular (12-17), haciendo
prever la importancia que pueda tener la patologia
diabética en la morbilidad y la mortalidad relacionada
con patologia cardiovascular, y de ello su impacto en la
salud publica.

La protedmica, término introducido en 1995, es la
disciplina que estudia la dinamica de una célula a través
de la observacion del contenido proteico (18). Una
manera de determinar dicho contenido proteico en una
muestra, es analizando la trascripcion en el citosol ya que
éste es usado por los ribosomas como una plantilla para
guiar la construcciéon de las cadenas peptidicas que
constituyen las proteinas. En este sentido, la protedmica
expresional, que estudia los niveles relativos de la expre-
sion de proteinas, permite monitorear muchas proteinas
simultaneamente para detectar diferenciaciones en la
expresion, como podria ser en el caso de la diabetes. La
electroforesis por gel de dos dimensiones (2-DE) o la
cromatografialiquida multidimensional de proteinas (MD-
HPLC) (19), constituyen métodos convencionales en
protedmica expresional. Estas dos aproximaciones tienen
susventajasy desventajas: 2-DE es capaz de separar miles
de proteinas en un corto tiempo, sin embargo requiere
excesivo esfuerzo y dedicacion, y no es lo suficientemente
sensible para detectar proteinas expresadas a niveles muy
bajos. Con latécnica cromatografica se puede cuantificar
la presencia de proteinas, pero toma mas tiempo para
desarrollarse y se hace a su vez una técnica mas costosa;
ademas, no permite la separacion de moléculas expresa-
das como varios isoformos de la misma proteina. Por esta
razén, 2-DE fue seleccionada para caracterizar la expre-
sion diferencial de la proteina en el presente trabajo.

El objetivo de este estudio fue identificar proteinas que
pudiesen estar expresadas diferencialmente en el cora-
z0n de ratas modelos de diabetes mellitus. Para ello se
uso la técnica 2-DE, por medio de la cual se separaron
las proteinas cardiacas. Las proteinas relevantes fueron
removidas del gely posteriormente digeridas en péptidos
mas pequefios que fueron analizados por espectrometria
de masas. La digestion produjo fragmentos de péptidos
cortos con pesos moleculares entre 900y 3.000 Daltons,
y entre 10 y 30 aminoécidos, lo que se diferencid
facilmente porque cada cadena de péptidos tenia una
masa caracteristica que dependia de la cadena de
aminodcidos. Se usaron varios de los fragmentos de
péptidos que resultaron de la digestion de las proteinas
para identificar las proteinas correspondientes usando
las bases de datos «NCBI» y «SwissPro» (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov; http://us.expasy.org).
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Los resultados de este proyecto arrojan datos prelimi-
nares sobre la relacion de algunas proteinas solubles y
el corazén de ratas del tipo Sprague-Dawley afectadas
con diabetes mellitus.

Materiales y métodos

Se evaluaron ocho corazones de ratas del tipo Sprague-
Dawley (muestras aportadas por el Dr. Muthu Periasamy,
Chairman, del Departamento de Fisiologia y Biologia
Celular de «The Ohio State University», de los cuales se
consideraron cuatro corazones de ratas transgénicas dia-
béticas y cuatro corazones de ratas sanas. Se siguié un
meticuloso protocolo para realizar cada experiencia y
limitar errores experimentales significativos. A continua-
cion se detallan los pasos que se siguieron.

Separacion de la proteina total

El tejido ventricular fue separado del corazon de las
ratas Sprague-Dawley. Las muestras se conservaron
congeladas en nitrégeno liquido a -190°C; posterior-
mente, se trituraron hasta lograr un macerado finoy acto
seguido se homogenizé en ocho volimenes de buffer
constituido por 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 150 mM NacCl,
1 mM PMSF, 1mM pirofosfato de sodio, 5 mM
ortovanadate de sodio, 1 mM menzamidine, 10 mM
fluoride de sodio, 0,5% NP-40 y 10 uL/mL cocteles
inhibidores de proteasa (Sigma, Cat. #P8340). El
homogenizado resultante se incub6 en hielo por 30
minutos y se centrifugd a 12.000 RPM, para descartar el
pellet restante. El sobrenadante se guardé en alicuotas
con glicerol 10% y se preservé a -80°C.

Separacion de membranas SR

El tejido ventricular fue homogenizado con ocho volu-
menes de buffer A que contenia 10 mM imidazole, 300
mM sucrosa, 0,5 mM DTT, 40 uM CaCl, e inhibidores de
proteasa, dos veces por cada 30 segundos. El producto
obtenido de la homogenizacion se centrifugé a 4.000
RPM durante 20 minutos, para posteriormente descartar el
pellet. El sobrenadante se centrifugd por 20 minutos a
10.000 RPM, con lo que se removié la contaminacién de
la mitocondria. Se agregd KCI solido a la concentracion
final de 0,5 mMy se incubd en hielo por 15 minutos. Esta
suspension se centrifugd a 40.000 RPM durante 30
minutos en una ultracentrifugadora Beckman.

Preparacion de la muestra para 2D

Se limpio el total de la proteina para la electroforesis
de 2D usando el protocolo recomendado por el PlusOne
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2D Clean-Up Kit (Amersham Biosciences, Cat. N° 80-
6484-51). La proteina purificada se suspendié en SBII
(buffer de solubilizacion) (19) y se incubd durante 30
minutos atemperaturaambiente. Después de centrifugarla
a10.000 RPM por 5 minutos, se guardo el sobrenadante
en alicuotas a -20°C para usarlo posteriormente.

Enfocamiento isoeléctrico

El enfocamiento isoeléctrico fue desarrollado con una
cintade gradientes de pH inmovilizados (IPG)de 11 cm, pH
3-10 (Bio-Rad, Hercules, California). Alrededor de 500 ug
de proteina solubilizada se combinaron con SBIl para un
volumen final de 200 pL. La muestra precipitada fue
depositada en una bandeja de enfocar y la cinta IPG fue
rehidratada por 16 horas a 50 mA. El protocolo para el
enfocamiento isoeléctrico fue: 15 minutos a 250 V, 2,5
horas a 5.000 V, seguido por 8.000 V, para un total de 40
kVh. Después del enfocamiento la cinta IPG fue equilibrada
en 6M de urea, 100% de glicerol, 20% de SDS, 1,5 de M
TrisHCI (pH 8,8) y 0,2% de DTT por 10 minutos. Después
de 10 minutos, la cinta IPG fue incubada nuevamente
durante 10 minutos en la misma solucion, pero el DTT fue
reemplazado por 45 mg/mL de iodoacetamide. Para la
segundadimension, lacintaIPG fue montadaenungelcon
gradiente de 10,5% a 14% de archilamida (SDS-PAGE)
usando el equipo de geles «Criterion» por 1 hora a 200 V.
El gel fue fijado con 50% de etanol y 10% de acido acético,
y tefiido con azul brillante R 250 Coomassie.

Adquisicion y andlisis de las imagenes

Las imagenes de los geles fueron adquiridas con un
sistema Versadoc 3000 (Biorad). Lasimagenes de los geles
se analizaron con un programa de computador especiali-
zado para el procesamiento de imagenes de geles llama-
do PDQuest (Biorad, Hercules, California). Este programa
permite analizary comparar simultdneamente varios geles,
detectando y comparando automaticamente en cada uno
de ellostodas las proteinas presentes. Cadaimagen fue re-
analizada de forma manual para eliminar errores en el
analisis automatico y para remover particulas contaminan-
tes de las imagenes. Este analisis produce una imagen
digital del gel y determina la cantidad de la proteina, la
posicion en el gel y la calidad de la mancha.

La cantidad de una proteina se define como la inten-
sidad total de una mancha en particular, comparada con
un patron estandar de proteinas de concentracién cono-
cida. Todos los geles fueron normalizados para que la
calidad y la cantidad de las manchas (proteinas) tuvieran
el mismo significado para cada muestra analizada.
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Anélisis de Maldi e identificacion de proteinas

Las manchas de proteinas en el gel de dos dimensio-
nes, fueron extraidas con el Proteomeworks spot cutter
(BioRad); los fragmentos extraidos del gel que contenian
las proteinas aisladas, fueron transferidos a la estacion
de Massprep (Perkin-Elmer) para la digestion-en-gel de
la proteina, siguiendo el protocolo incluido con el
programa WiIinPREP Multiprobe II. La digestion de las
proteinas fue desarrollada con 6 ng/pL tripsina en 50
mM bicarbonato de amonio por 5 horas a 37°C. Los
péptidos resultantes de la digestion fueron extraidos con
unamezcla de 1% de acido férmicoy 2% de acetonitrilo,
yse aplicaron enuna placa de acero MALDI (Micromass).
Los péptidos resultantes se analizaron con espectrometria
de masa usando un espectrémetro MALDI-TOF
(Micromass) en modo reflectronico. La apropiada cali-
bracién se llevd a cabo con angiotensina |, renina y
«ACTH 18-39 Clip». La calibracion fue verificada iden-
tificando conalbuminatipo |, albimina de suero bovino,
actina de musculo bovino y gliceraldehido 3-fosfato
dehidrogenasa muscular de conejo (BioRad). La preci-
sion en la identificacién de las proteinas evaluadas fue
superior al 95%. Para la identificacion, los pesos
moleculares de los péptidos se correlacionaron con sus
respectivas proteinas usando el programa de computa-
dor ProteinLynx (Micromass) y el servidor en linea Protein
Prospector (http://prospector.ucsf.edu). Estos dos progra-
masinvestigan bases de datos de proteinas no redundantes
para identificar proteinas, correlacionando los pesos
moleculares de los péptidos determinados por medio de
espectrometria de masa con pesos moleculares tedricos
que se obtienen a partir de la secuencia del gen correspon-
diente: NCBi (http://www3.ncbi.nlm.nih.gov) y el SwissPro
(http://us.expasy.org). Se usaron los siguientes parametros
para investigar: tolerancia de masa = 0.2 Da, maximo
numero permitido de digestion incompleta=1, acetilacion
de los N-términos; carbamidometilacion de cysteina y
oxidacion de metionina; fueron considerados como po-
sibles modificaciones.

Resultados

Las proteinas presentes en las muestras de tejido
cardiaco fueron separadas por su punto isoeléctrico y
peso molecular. Las bandas de proteinas fueron anali-
zadas usando el programa PDQuest para identificar las
proteinas de interés: aquellas que fueron expresadas en
diferentes niveles entre los sujetos diabéticos de estudio
y los controles. Se corrieron dos geles para cada grupo
y se compararon para asegurarse que mostraban idén-
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ticas proteinas en los mismos lugares. Una vez que el
software de analisis hizo la comparacion preliminar de
las manchas proteicas entre el grupo de diabéticos y el
control, se verificd cada uno de los pares por observa-
ciéon. Tanto el corte de las proteinas del gel como su
digestion, se monitorearon con cuidado para asegurar
que la extraccién ocurriera de manera adecuada y que
las técnicas usadas durante la digestion de tripsina
fueran las correctas. De igual forma, antes de iniciar el
analisis de las muestras de péptidos, se realizd un
chequeo final en los procedimientos experimentales
cuando se calibré el espectrometro de masas.

De las cincuentay cuatro proteinas que se analizaron,
siete se identificaron facilmente debido al puntaje de
MOWSE del buscador de proteinas de la base de datos
NCBI, donde las proteinas de estudio fueron cientos de
veces mas grandes que las restantes; esto significa que
existe alrededor de un 100% de probabilidad de que
éstas se identifiquen de manera adecuada entre las
demas proteinas. Las siete proteinas identificadas se
presentan en la tabla 1.

Enlafigura 1 se presentan dos geles tipicos obtenidos
en este experimento. Estas proteinas no son necesaria-
mente las mismas que se aislan para analizar por
espectroscopia de masas, ya que se requieren valores
estadisticos y reproducibilidad de los experimentos.

Las proteinas aisladas del gel e identificadas por MS,
se muestran en la figura 2, y son el resultado de varios
gelesenlos cuales se han analizado muestras provenien-
tes de diferentes animales.

Discusion

En esta investigacion preliminar se destaca el hallaz-
go de las proteinas transferasa de serina hidroxilamina
y receptor de lipoproteina de muy baja densidad, cuya
regulacion y expresion parece afectada por la presencia
de diabetes. Ya hay estudios que demuestran cémo la
diabetes mellitus conlleva mayor riesgo de contraer
enfermedades cardiovasculares; por ejemplo, la identi-
ficacion de un aumento de expresion de la capa de titina
(llamada teletonina) en el musculo cardiaco de las ratas
diabéticas, proteina estabilizadora de la miosina, que
causa un aumento en la rigidez del tejido cardiaco,
puede incrementar las causas de estrés en el corazon, lo
que podria enmarcarse dentro de la cardiomiopatia
diabética (20). La proteina VLDL-R ha sido identificada
como una de las mayores causas de patologia cardio-
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TABLA 1.
PROTEINAS CARDIACAS EXPRESADAS EN RATAS DIABETICAS TIPO SPRAGUE-DAWLEY.

Proteinas no Numero de Cambiode ol Mré Funcién*

disminuidas?* accesion? expresiont (kDa)
Fosfatasa de tiroxina @, Q60998 -41,6% 6,03 46,9 Sefial celular; de-fosforilacién de amino acidos
variante largo de insercion. en proteinas.
Receptor de lipo-proteina P98156 -90,0% 4,60 96,4 Metabolismo de lipidos; enlaza VLDL y lo transpor-
de baja densidad (VLDL) ta al interior celular por endocitosis. Esta involu-

crado en la fosforilacién de tiroxina en Dably
la modulacién de la fosforilacion de Tau.

Proteinas no Numero de Cambiode pi? Mre Funcién*
aumentadas® accesion? expresiont (kDa)
Peroxidasa de glutation 070325 +132,0% 8,74 22,2 Antioxidante; protege las células de la toxicidad

causada por lipidos hidroperoxidados; protege
contra la radiacion.

Transferasa de P50431 +232,0% 6,47 52,6 Biosintesis; inter conversién de glicina y serina.
serina hidroxilamina

Proteina 1 asociada de P40124 +322,4% 7,16 51,6 Regula la dindmica de filamentos; localizacién
adenylyl cyclasa de ARNm; establecimiento de la polaridad celular.
Teletonina: proteina del 070548 +107,1% 5,73 19,1 Factor de regulaciéon de ensamble muscular

extremo de titina

Proteinas no Numero de Cambiode pi Mr® Funcién*
afectadas? accesion? expresiont (kDa)
Sintetasa de 5,10- Q8R1G5 +5,8% 4,77 16,7 Metabolismo catabdlico (predicho).
metheniltetra-hidrofolato Insignificante

1Los cambios en la expresion fueron calculados como la diferencia en la concentracion de la proteina entre el grupo diabético y el de control.
2El nimero de accesion se usa para identificar las proteinas en bases de datos internacionales; se puede hallar en SwissProt o NCBi. °El punto
isoeléctrico, pl, y el peso molecular (Mr) se obtienen de la base de datos y se comparan con sus valores equivalentes en el gel, como se indica
en la figura 2. “La funcién es inferida de Expert Protein Analysis System (ExPASy) (http://us.expasy.org/).

!

CONTROL CHABETICA,

Figura 1. Comparacion entre la muestra control (A) y la muestra extraida del corazén del animal transgénico (B). El cuadro pequefio y el circulo
indican dos proteinas que aparecen en la muestra diabética, pero no en la muestra control. La flecha indica una proteina que aparece en el control,
pero no en la muestra extraida de la rata diabética.
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Figura 2. Proteinas identificadas en la comparacion entre ratas Sprague-Dawley control y modelos de diabetes. Las proteinas que aparecen
disminuidas estan marcadas con color azul usando el nimero de accesion: fosfatasa de tiroxina (Q60998) y receptor de lipoproteina de muy baja
densidad (P90158); las proteinas con expresion aumentada en el corazén del animal diabético aparecen en color rojo: peroxidasa de glutation
(O70325), transferasa de serina hidroxilamina (P50431), proteina 1 asociada de adenylyl cyclasa (P40124), y teletonina (O70548); una proteina
que no mostré cambio en expresion se incluyé como punto de referencia y se indica en color verde: sintetasa de 5,10-metheniltetra-hidrofolato
(Q8R1GD). El eje horizontal indica la escala de pl determinado por la cinta IPG, la cual tiene un rango de pH entre 3 y 10 unidades. El eje vertical
indica los pesos moleculares aparentes determinados usando marcadores estandar de BioRad.

vascular por su capacidad para transportar lipidos. Los
cambios en VLDL-R sugieren una posible causa de
aterotrombosis, los cuales han mostrado que inducen
agregacion plaquetaria mediada por colageno, ya que
estos receptores se relacionan con los niveles de VLDL y
la agregacion de placas (21). Otro factor relacionado
con la patologia cardiovascular es el efecto de la
diabetes sobre el sistema antioxidante (22-24). Se ha
observado que la concentracién de perioxidasa de
glutation, proteina fundamental de este sistema
antioxidante, se afect6 en las ratas diabéticas.

De los resultados preliminares se deduce que en el grupo
de ratas diabéticas se expresan dos proteinas involucradas
enlafunciéncelular: fosfato detiroxinay proteina 1 asociada
adenylyl cyclasa. Debido a que las sefiales celulares son una
funcién muy importante paratodas las células que existen en
un medio altamente complejo tal como el corazén, su
disbalance puede jugar un papelimportante en la viabilidad
de las células miocardicas (25).

Los mecanismos de disfuncidn se relacionan con
disturbios metabolicos y procesos proteicos que afec-
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tan la funcionalidad celular y los cuales se pueden
estudiar por medio de la proteémica y metabolémica.
Los datos encontrados sobre la regulacion de proteinas
cardiacas en ratas diabéticas, con expresion por encima
de veinte por ciento, son un hallazgo importante paralos
proximos pasos en la presente investigacion, unos de los
cuales serd determinar la identidad de las restantes
cincuentay cuatro proteinas. El uso de ratas genéticamente
modificadas ha probado ser una versatil herramienta
experimental para conocer los mecanismos relaciona-
dos que pueden ser responsables de los efectos deletéreos
de la diabetes sobre la funcion cardiaca.

Conclusiones

El resultado de este proyecto relacionado con el
estudio y aplicacion de técnicas de la protedmica en las
afecciones cardiovasculares, es muy promisorio. Contar
con herramientas mas sensibles y especificas que permi-
tan diferenciar distintos marcadores de compromiso
cardiaco, serd en un futuro una meta de las actuales
investigaciones. Si otras técnicas diagnosticas complejas
no se pueden aplicar en amplios estudios poblacionales,
los biomarcadores si pueden ser muy Utiles en estudios
de poblaciones especialmente en patologias que, como
la presente, se caracterizan por largos periodos de
tiempo de progresion silente de la enfermedad, permi-
tiendo diagnésticos mas tempranos y subsecuentemente
el manejo terapéutico precoz.

Se hace necesaria una anotacién acerca del alcance
yvalidez de estos resultados. Como se haindicado, éstos
son preliminares y se requiere mas investigacion para
determinar varios aspectos:

1. Como se relacionan estas proteinas dentro del
cuadro molecular que asocia diabetes y patologia
cardiaca.

2. Cuales de estos cambios de expresion resultan
de verdaderos efectos moleculares producidos por la
enfermedad y cuales resultan de factores no asociados.

3. Cuédles cambios en la expresion de las proteinas
pueden ser explicados por condiciones relacionadas
con el modelo animal tales como la dieta, las condicio-
nes de mantenimiento, el estrés o los métodos quirdrgi-
Cos.

4. Qué otras proteinas y posiblemente otras
biomoléculas tales como acidos nucleicos y lipidos,
resultan afectadas por esta enfermedad, y como todas
ellas estan relacionadas, si es que lo estan.
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Queda establecido que estos resultados son muy
preliminaresy que se presentan con una doble intencién:
reportar resultados relevantes en cuanto a la patologia
cardiaca en relacion con la diabetes y compartir con la
comunidad médica el uso de la proteébmica como
metodologia de la biotecnologia moderna en el estudio
de la patologia cardiaca, que estan siendo utilizadas en
el estudio de nuevos marcadores bioldgicos.
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