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Resumen

Las plaquetas son pequefias células carentes de nucleo que circulan en la sangre par-
ticipando en la formacién de coagulos en lugares de dafio vascular. Desde un punto de
vista patoldgico, la activacion plaguetaria indeseada estd asociada con las enfermedades
tromboticas y cardiovasculares, hoy reconocidas como las principales causantes de muerte
en el mundo occidental. EI hecho de que las plaquetas carezcan de ndcleo, y por tanto de
informacién gendmica relevante, hace de la proteémica una tecnologia ideal para abordar su
bioquimica. En los ultimos afios se ha progresado de forma significativa en la elucidacién del
proteoma de las plaquetas humanas en estado basal o no activado. Ademas, diversos grupos
de investigacion se han centrado en aplicar la protedmica al estudio de las principales vias de
sefializacion responsables de la activacion plaquetaria, lo que ha permitido la identificacion
de nuevas proteinas de sefializacion y membrana. En paralelo, también se ha analizado el
fosfoproteoma y el secretoma de las plaquetas activadas. De esta manera, se estan constru-
yendo las bases para que en un futuro préximo la protedmica de plaquetas pueda contribuir
al descubrimiento de nuevos biomarcadores y objetivos terapéuticos que permitan un mejor
diagnostico y tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Este articulo revisara los
Gltimos avances centrados en la aplicacion de la protedmica al estudio de la biologia de las

plaquetas.
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I. Las plaquetas como objetivo
farmacologico

Las plaquetas son pequefias células sin ndcleo
que juegan un papel fundamental a la hora de salvar
la vida al dar lugar a la formacion de coagulos san-
guineos en lugares de dafio vascular. Las plaquetas se
originan a partir de la fragmentacion citoplasmatica
de los megacariocitos, células gigantes presentes en
la médula dsea. En condiciones normales, las plaque-
tas circulan como células quiescentes en la corriente
sanguinea durante unos diez dias, a una concentra-
cién media de 150-400 x 10%L, con minimas interac-
ciones con otros componentes de la sangre y las pa-
redes de los vasos sanguineos. Sin embargo, cuando
la situacion lo requiere y hay estimulos suficientes,

las plaquetas pueden reclutar toda una artilleria de
recursos anatomicos y funcionales para dar lugar a
un coagulo hemostético, y de esa manera contribuir
al cicatrizado de una herida. Asi, cuando se dafia el
endotelio de un vaso sanguineo, componentes de
la matriz extracelular, como el colageno, se unen a
receptores en la superficie de las plaquetas, activando
vias de sefializacion intracelular que finalmente dan
lugar a una reorganizacion del citoesqueleto — lo que
conlleva cambios morfol6gicos rapidos y espectacu-
lares - , agregacion plaguetaria, y secrecion granular
(Watson et al., 2001; Garcia et al., 2005).

Desde un punto de vista patoldgico, la activa-
cion plaguetaria indeseada y la correspondiente for-
macidén de trombos arteriales estan implicadas en el
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origen del infarto de miocardio y otras enfermedades
trombdticas y cardiovasculares. Asi, la aceptacion
de que las plaquetas juegan un papel fundamental en
la patogénesis de la aterosclerosis ha revolucionado
el tratamiento farmacol6gico de las enfermedades
cardiovasculares, y de hecho la aspirina es hoy en
dia un farmaco antiplaquetario esencial. También se
han desarrollado con éxito otros farmacos basados
en antagonistas de importantes receptores plaque-
tarios (Mehta et al., 2001). En cualquier caso, la
busqueda de farmacos antiplaquetarios mejores y
mas seguros — minimizando los efectos secundarios
—asi como de biomarcadores que permitan predecir
la susceptibilidad a padecer una enfermedad cardio-
vascular, es hoy en dia una de las areas mas potentes
en la investigacion bésica y clinica (Morrow et al.,
2007; Vasan, 2006).

Dado que las plagquetas carecen de nucleo, el
analisis del proteoma es la mejor manera de abor-
dar su bioguimica. Los andlisis del genoma y del
transcriptoma estan limitados por los bajos niveles
de ARNm presentes, y aungue hay estudios recien-
tes que han abordado el estudio del trascriptoma
de las plaquetas y de sus células precursoras, los
megacariocitos, que han encontrado una correlacion
entre los ARNm y las proteinas mas abundantes
(McRedmon et al., 2004; Garcia et al., Platelets
2007), el analisis molecular del transcriptoma de las
plaquetas esta limitado por el constante decaimiento
de ARNm en ausencia de nueva trascripcion génica,
lo que limita la identificacion de trascritos poco
abundantes (Gnatenko et al., 2003).

I1. Analisis del proteoma de las plaquetas

A. Preparacion de muestra

Las plaguetas son un buen objetivo para un es-
tudio por protedbmica dado que no tienen nicleo y
se pueden obtener a partir de la sangre con un gran
rendimiento y pureza. A partir de 100 mL de sangre
se pueden obtener aproximadamente 2 x 10 pla-
quetas, a partir de las cuales es posible obtener entre
16 y 24 mg de proteina, dependiendo del método
de extraccion utilizado. A modo de ejemplo, un gel
bidimensional de alta resolucién (18 x 18 cm) nece-
sita del orden de 700 ug de proteina para un anélisis
adecuado; por lo tanto no es necesario partir de un
volumen elevado de sangre.

El método utilizado para el aislamiento de las
plaquetas es crucial. El objetivo es obtener una
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muestra de alta pureza minimizando la activacion
plaguetaria. Es asi mismo importante minimizar
la contaminacion de la muestra con otras células
sanguineas, como glébulos rojos y leucocitos, asi
como con plasma, para evitar la interferencia cau-
sada por proteinas ajenas a las plaquetas. Dichas
contaminaciones se pueden evitar cogiendo sélo la
mitad superior del plasma rico en plaquetas (PRP)
y usando filtros para eliminar leucocitos. La pureza
de las plaquetas aisladas se puede estimar mediante
inspeccion microscopica y por la ausencia de pro-
teinas especificas de otras células sanguineas, como
las globinas (Garcia et al., 2005).

Es esencial extremar las precauciones para evi-
tar la activacion espontanea de las plaquetas durante
su aislamiento. Sin embargo, no hay un método
estandar aceptado de aislamiento, y es probable que
variables como la eleccion de anticoagulante, el
tampdn de extraccién, las velocidades de centrifu-
gacion, y la metodologia en general, influyan en la
naturaleza del proteoma obtenido. El protocolo a
utilizar variard dependiendo de si se quiere trabajar
con lisados celulares totales o con subproteomas
(estudios de organelas, proteinas de membrana, se-
cretomas, etc.). Otro tema fundamental es la mejora
y estandarizacion de las condiciones de extraccion
de proteina. EI método de extraccion de proteina a
utilizar, incluyendo el tamp6n donde las proteinas se
disuelven para su separacion / analisis, varia depen-
diendo de la aproximacion experimental para el ana-
lisis protedmico. En general, es importante el usar
inhibidores de proteasas y fosfatasas, asi como evitar
la presencia de sales, lipidos y acidos nucleicos en la
muestra final, lo que es especialmente relevante si el
analisis protedmico se va a basar en electroforesis
bidimensional (2-DE). Para obtener una muestra de
proteina de alta pureza y mejorar la calidad de los
geles 2D, especialmente en la regién mas basica,
es recomendable el llevar a cabo una precipitacion
de proteinas seguida de una eliminacion de lipidos.
Una opcidn preferida — especialmente para el anéli-
sis de proteinas intracelulares mediante 2-DE - es el
lisado de las plaquetas en nitrégeno liquido seguido
de una precipitacion de proteinas con &cido tricloro-
acético (TCA) y acetona en presencia de inhibidores
de proteasas. El precipitado de proteinas se lava a
continuacion con acetona fria para eliminar lipidos
y se disuelve en un tampo6n adecuado para el enfo-
que isoeléctrico (primera dimension de la 2-DE),
de manera que permita conservar la carga nativa
de las proteinas (Garcia et al., 2004a). Conviene
resaltar que la preparacion de la muestra 'y el tampon
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utilizado para disolver las proteinas suelen variar
entre grupos de investigacion, lo que influye en la
inter-reproducibilidad de los andlisis entre distintos
laboratorios.

B. Analisis del proteoma de las plaquetas en
estado basal

La electroforesis bidimensional lleva emplean-
dose en el estudio de la biologia de las plaguetas
durante mas de 30 afios (Garcia et al., 2007). Sin
embargo, no fue hasta el afio 2000 cuando se ini-
cio el salto hacia delante que supuso el empezar a
aplicar la espectrometria de masas al estudio del
proteoma de las plaquetas, sacando partido al desa-
rrollo que para la espectrometria de masas supuso
el descubrimiento a finales de los 80s de métodos
“blandos” de ionizacion de biomoléculas como el
MALDI y el electrospray (Karas y Hillenkamp,
1988; Fenn et al., 1989; Aebersold y Mann, 2003).
Fue a partir de entonces cuando se inici6 el campo
de la proteémica de plaquetas. En un primer estudio
se identificaron 186 proteinas mediante MALDI-
TOF, tras su separacion mediante 2-DE, lo que tam-
bién permitio obtener el primer mapa del proteoma
de las plaquetas en un rango de pl de 3 a 10 (Mar-
cus et al., 2000). Este primer trabajo fue enseguida
superado por las investigaciones que llevamos a
cabo en el Glycobiology Institute de la Universidad
de Oxford, que condujeron entre los afios 2002 y
2004 a la publicacion del estudio méas exhaustivo
del proteoma de las plaquetas humanas jamas rea-
lizado mediante 2-DE, permitiendo la obtencion de
un mapa con mas de 2000 proteinas. Para ello, las
proteinas fueron separadas mediante 2-DE, usando
geles zoom con un gradiente estrecho de pH para el
enfoque isoeléctrico (4-5, 5-6, 4-7, y 6-11) y geles
en gradiente 9-16% (18 x 18 cm) para la segunda
dimension (SDS-PAGE) (Figura 1). Los geles se
tifieron con una tincion fluorescente altamente sen-
sible, y los correspondientes spots con las proteinas
de interés fueron cortados y las proteinas digeridas
en el propio gel con tripsina antes de ser analizadas
mediante LC-MS/MS. En total se identificaron mas
de 1000 proteinas correspondientes a 411 genes
diferentes. El principal grupo de proteinas identifi-
cado se correspondio con proteinas de sefializacion
(24%), y cabe resaltar que un 45% de las proteinas
identificadas no habian sido descritas en plaquetas
con anterioridad, lo que indicaba el gran potencial
de la proteémica para el estudio bioquimico de las
plaquetas (O"Neill et al., 2002; Garcia et al., 2004a).
La identificacion de un alto porcentaje de proteinas
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de sefializacion supuso un impulso a la utilizacion
de la protedmica para el estudio de la activacion
plaquetaria a nivel molecular, tal y como se repasara
maés adelante.

Figura 1. Analisis del proteoma de las plaquetas humanas
mediante 2-DE. Se muestran los geles de pl 4-5, 5-6, 4-7,y
6-11. Las proteinas se identificaron mediante espectrometria
de masas y se pueden consultar en la pagina www.bioch.
ox.ac.uk/glycob/ogp. (Figura publicada originalmente en
Mass Spectrometry Reviews. “Garcia A, Watson S P, Dwek
R A, Zitzmann N. 2005. Applying proteomics technology
to platelet research. Mass spectrometry reviews 24:918-
930”. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
Reproducida con permiso).

Un subgrupo de proteinas deficientemente
analizado mediante 2-DE es el de las proteinas de
membrana, principalmente debido a los conocidos
problemas de solubilizacion de dichas proteinas en
el tampon utilizado para la separacion por enfoque
isoeléctrico (primera dimension). Aproximadamente
un 30% de todas las proteinas se pueden descri-
bir como de membrana; sin embargo, s6lo un 3%
de las proteinas identificadas en los estudios de la
Universidad de Oxford se correspondian con esa
subclase. Uno de los métodos alternativos al 2-DE
desarrollados recientemente es el llamado “com-
bined fraccional diagonal chromatography” (CO-
FRADIC). Este método se basa en una reaccién de
modificacion que altera el tiempo de retencion de
determinados péptidos (N-terminales, con cisteinas
0 con metioninas) en la columna de fase reversa en
el nano HPLC previo al analisis por espectrometria
de masas en tindem (MS/MS). Este procedimiento
es aproximadamente 100 veces mas sensible que el
andlisis basado en 2-DE y se puede llevar a cabo de
una manera totalmente automatizada (Gevaert et
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al., 2003). La tecnologia COFRADIC se ha aplicado
al estudio del proteoma general de las plaguetas,
permitiendo la identificacion de un total de 641
proteinas, el grupo méas extenso jamas identificado
hasta el afo 2005, destacando la identificacion de
un considerable nimero de proteinas de membrana
(Martens et al., 2005). Es precisamente esto Ulti-
mo una de las principales ventajas de la tecnologia
COFRADIC respecto a la 2-DE. Una desventaja a
resaltar seria la falta de informacion sobre el pl de
las proteinas identificadas, lo que dificulta el anéli-
sis de modificaciones post-traduccionales (PTMs).
Sin embargo, ambos métodos son complementarios,
poniéndose de manifiesto que los métodos de sepa-
racion “libres de geles” son capaces de solventar
algunas de las limitaciones de la 2-DE.

C. Prefraccionamiento subcelular combinado
con 1D-SDS-PAGE: anélisis de proteinas de
membrana

Una de las mejores maneras de incrementar
la cobertura del analisis del proteoma consiste en
combinar estrategias de prefraccionamiento de las
muestras con anterioridad a la electroforesis y al
analisis por LC-MS/MS. Entre los principales mé-
todos de prefraccionamiento se encuentran el uso de
disoluciones de extraccion mas o menos potentes,
precipitacion selectiva, purificacion por afinidad de
proteinas individuales o de un complejo de proteinas,
métodos de separacion cromatogréfica, eliminacion
de las proteinas mas abundantes para mejorar la de-
teccion de las més escasas, y prefraccionamiento
subcelular (Garcia et al., 2005). La combinacion de
estas estrategias con la separacion mediante 1D-SDS-
PAGE permite la identificacion de muchas proteinas
gue son dificiles de analizar mediante 2-DE, como
es el caso de las proteinas de membrana. Aproxi-
madamente el 70% de las dianas farmacoldgicas
existentes son proteinas de la membrana plasmética
(Hopkins y Groom, 2002). Asi pues, el mapeo de
la superficie de las plaquetas podria contribuir a la
identificacion de nuevos objetivos farmacol6gicos y
a un mejor conocimiento de los complejos de sefia-
lizacién anclados a la parte interior de dicha superfi-
cie. En los Gltimos afios, dos grupos de investigacion
han liderado el estudio de proteinas de membrana
en plaquetas. En 2005, el grupo de Sickmann y co-
laboradores present6 un primer estudio en el cual
llevaron a cabo un prefraccionamiento y purificacion
de membranas a partir de plaquetas humanas, basado
en un gradiente de sorbitol, lo que les permitio des-
hacerse de las proteinas del citoesqueleto, altamen-
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te abundantes en las plaquetas. Asi se obtuvo una
fraccidn enriquecida en proteinas de membrana, que
fue estudiada mediante separacion de las proteinas
por 1D-SDS-PAGE y posterior analisis por nano-
LC-ESI-MS/MS (Moebius et al., 2005). De las 297
proteinas identificadas en este estudio, 83 (28%) se
correspondieron a proteinas de membrana, lo que in-
dica el éxito del método en relacion con los estudios
antes mencionados basados en 2-DE. Este primer
estudio fue complementado mas recientemente con
otro en el que la fraccidn enriquecida en proteinas
de membrana fue obtenida mediante particion acuo-
sa en dos fases, una conteniendo PEG 3350 y otra
dextrano T500, seguida de prefraccionamiento en
HPLC por columna de intercambio catidnico, para
centrarse en el analisis de proteinas glicosiladas - ya
gue el mapeo de lugares de N-glicosilacion en pro-
teinas de membrana era el objetivo fundamental del
trabajo — y analisis mediante nano-LC-ESI-MS/MS
(Lewandrowski et al., 2007). Asi se identificaron 148
lugares de glicosilacion en 79 proteinas diferentes,
89% de las cuales eran proteinas de membrana (64%
de membrana plasmaética).

Recientemente, Senis y colaboradores emplea-
ron un abordaje global para el estudio del proteoma
de la superficie de las plaguetas humanas mediante
proteémica. Dicho abordaje se basé en la utilizacion
de tres métodos diferentes para obtener fracciones
enriquecidas en proteinas de membrana plasmatica
previo a su separacion por 1D-SDS-PAGE e identi-
ficacion por LC-MS/MS: cromatografia de afinidad
por lectinas, cromatografia de afinidad biotin/Neu-
trAvidin, y electroforesis de flujo libre. Cada método
permitio la identificacion de proteinas de membrana
desconocidas hasta entonces en plaquetas. A modo
de ejemplo, que fue validado mediante el desarro-
llo de anticuerpos para estudios bioquimicos mas
detallados, se identificd la proteina G6b-B. Dichos
estudios demostraron que esta proteina se fosforila
en residuos tirosina y se asocia con la fosfatasa con
dominios SH2, SHP-1, en plaquetas estimuladas lo
gue sugiere gque puede jugar un papel novedoso limi-
tando la activacion plaquetaria (Senis et al., 2007).

D. Anélisis del secretoma de las plaquetas

La combinacién de cromatografia liquida bidi-
mensional (LC/LC) — donde los péptidos se separan
en dos dimensiones mediante cromatografia de in-
tercambio catidnico y fase reversa — y MS/MS, ha
sido clave para la caracterizacion del secretoma de
las plaquetas recientemente llevado a cabo por Co-
ppinger y col. (Coppinger et al., 2004). Para dicho
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analisis, las plaquetas fueron primeramente estimu-
ladas con trombina (0.5 U/mL durante 3 min) para
conseguir la maxima secrecion posible a partir de
los granulos internos. La obtencion de la fraccion
correspondiente a las proteinas liberadas tras la esti-
mulacion se consiguié mediante centrifugacion. Las
proteinas fueron a continuacion digeridas con tripsi-
na y la correspondiente mezcla peptidica analizada
por LC/LC — MS/MS. El experimento se repiti6 tres
veces, permitiendo la deteccion de forma consistente
de 81 proteinas, consiguiéndose un éxito en cuanto
a la reproducibilidad del analisis de un 80%. Cabe
destacar que algunas de las proteinas identificadas no
habian sido descritas en plaquetas con anterioridad,
y que tres de ellas — secretogranin 11, cyclophilin A,
y calumenin — aparte de estar presentes en plaquetas,
se identificaron de forma especifica en lesiones ate-
roscleréticas humanas, lo que indica el potencial del
estudio desde un punto de vista clinico.

E. Andlisis de vias de sefializacion intracelular:
el proteoma de las plaquetas activadas

El proteoma de una célula puede sufrir cambios
considerables con el paso del tiempo y en respuesta
a estimulaciones puntuales. En el caso de las pla-
quetas, los mayores cambios en su proteoma tras su
activacién se deben a PTMs, ya que las plaguetas
tienen una capacidad muy limitada de sintetizar
proteinas de novo. Una de las principales PTMs es
la fosforilacion de las proteinas en residuos serina,
treonina, o tirosina, ya que dichas fosforilaciones
modulan cascadas de sefializacién intracelular en
las plaquetas — responsables de la accion biol6gi-
ca de las mismas. El estudio del proteoma de las
principales cascadas de sefializacién debe aportar
informacion relevante sobre los mecanismos mo-
leculares que regulan la activacion plaquetaria, con
las consiguientes implicaciones desde un punto de
vista farmacoldgico.

Unos cuantos grupos de investigacion se han de-
dicado a estudiar durante los ultimos afios el proteo-
ma de las plaquetas humanas activadas. La mayoria
de los estudios se han centrado en el proteoma de las
plaquetas activadas con trombina, uno de los méas po-
derosos agonistas plaquetarios. Aungue la trombina
activa principalmente serina y treonina quinasas, y
maés débilmente tirosina quinasas, la baja eficiencia
de anticuerpos anti serina y treonina para estudios
por proteémica basados en inmunoprecipitaciones,
hizo que varios de los estudios se centrasen en estu-
diar el fosfoproteoma - basado en tirosinas — de las
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plaquetas activadas con trombina (Maguire et al.,
2002; Marcus et al., 2003). Estos estudios se basaron
en 1D-SDS-PAGE y 2-DE para la separacién de las
fosfoproteinas, y MALDI-TOF MS y LC-MS/MS
para el andlisis de las mismas. Se trata de trabajos
fundamentalmente descriptivos, que abrieron el ca-
mino para futuras investigaciones, pero en los que
no se profundizo en el significado bioldgico de los
hallazgos obtenidos mediante proteémica.

En el grupo de proteémica del Oxford Glycobio-
logy Institute, del Departamento de Bioquimica de
la Universidad de Oxford (Reino Unido), nos hemos
centrado en los ultimos afios en el analisis de las
principales vias de activacion en plaquetas, comen-
zando por la activacion del receptor de trombina en
humanos, PAR-1. En este primer trabajo, se abor-
do el estudio del proteoma de plaquetas activadas
con thrombin receptor activating peptide (TRAP),
agonista especifico de PAR-1, comparado con el
de plaquetas sin activar (Garcia et al., 2004b). El
estudio proteémico se llevo a cabo en condiciones
de inhibicién de la agregacion plaquetaria, y estuvo
basado en 2-DE y MS (Figura 2).

Figura 2. Disefio experimental de un analisis protedmico
mediante 2-DE para estudiar vias de sefializacion
intracelular en plaquetas. Las proteinas procedentes de
plaquetas basales y activadas son separadas mediante
geles bidimensionales zoom (rango estrecho de pH). Tras
un minucioso andlisis de imagen diferencial, comparando
los distintos grupos de geles, los spots de interés son
extraidos del gel y las proteinas digeridas con tripsina. Las
proteinas son identificadas por espectrometria de masas,
idealmente LC-MS/MS. (Figura publicada originalmente en
Mass Spectrometry Reviews. “Garcia A, Watson S P, Dwek
R A, Zitzmann N. 2005. Applying proteomics technology
to platelet research. Mass spectrometry reviews 24:918-
930”. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
Reproducida con permiso).
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Asi se identificaron 41 proteinas, correspondien-
tes a 31 genes diferentes, que se regulaban diferen-
cialmente tras estimular las plaquetas con TRAP.
La mayor parte de dichas proteinas se correspondia
con proteinas de sefializacion — como era de esperar
— incluyendo varias cuya presencia en la cascada de
sefializacion de PAR-1 y en las plaquetas en gene-
ral era desconocida. Las proteinas mas interesantes
fueron validadas mediante experimentos clasicos de
bioguimica y biologia molecular basados en el uso de
anticuerpos especificos. A modo de ejemplo, se iden-
tifico la proteina adaptadora downstream of tyrosine
kinases-2 (Dok-2), que se comprob6 se fosforilaba
en residuos tyrosina en respuesta a la estimulacion
de las plaguetas con TRAP. Se comprob6 que dicha
fosforilacion se potenciaba de forma significativa
mediante sefializacion “de afuera hacia adentro” a
través de la integrina a.l1bp3 (principal receptor res-
ponsable de la agregacion plaquetaria). Ademas, los
estudios funcionales llevados a cabo revelaron la im-
plicacion de Dok-2 en otras cascadas de sefializacion,
con la posibilidad de jugar un papel relevante en la
activacion plaquetaria. Este trabajo marcé la pauta
a seguir para estudiar mediante proteémica vias de
sefializacién en plaquetas, ilustrando como la prote6-
mica puede ser muy relevante para la adquisicién de
informacion valiosa en este campo (Weyrich et al.,
2004). Siguiendo en esta linea, llevamos a cabo el es-
tudio por proteémica mas detallado jamas realizado
sobre la cascada de sefializacion de la glicoproteina
VI (GPVI), el principal receptor responsable de la
activacion de las plagquetas por colageno (Garcia et
al., 2006). Se trat6 de un abordaje global en el que
las plaquetas fueron activadas con collagen-related
peptide (CRP), un agonista especifico para GPVI.
Se comparo6 el proteoma de las plaquetas activa-
das y sin activar, centrandose el estudio en aquellas
proteinas fosforiladas en residuos tirosina, ya que
la mayoria de las proteinas conocidas de la via de
sefializacion de GPVI son de este tipo. El abordaje
experimental se baso en 2-DE y MS por un lado, e
inmunoprecipitaciones con un anticuerpo especifi-
co para fosfotirosina, seguidas de 1D-SDS-PAGE,
tincion para fosfoproteinas y MS por el otro (Figura
3). De esta manera, se identificaron 96 proteinas que
varian en respuesta a la activacion de las plaquetas
con CRP, incluyendo 11 nuevas. Cabe destacar que
este estudio permitio identificar en una sola vez casi
todas las proteinas conocidas que participan en la
viay algunas nuevas, como la proteina de membrana
G6f, sobre las cuales se llevé a cabo una investiga-
cion mas en detalle. En el caso de G6f, se vio que
se fosforilaba en la Tyr-281 en respuesta a CRP y
que dicha fosforilacion permitia la unién de dicha
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proteina a Grb2, una proteina adaptadora de especial
relevancia en la via de GPVI. Esto abri6 nuevas vias
de investigacion sobre el significado biolégico de
G6f, que se estan explorando en la actualidad.

Figura 3. Andlisis de las proteinas fosforiladas en tirosina
tras estimular las plaquetas con CRP. (A) lzquierda, tincion
proteica total (fluorescente) de un gel 4-12% NuPAGE Bis-
Tris donde se aprecian las proteinas inmunoprecipitadas con
el anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 (Upstate) en plaquetas
basales y estimuladas con CRP (las flechas indican las
bandas correspondientes a las cadenas ligera y pesada de
la IgG); derecha, tincidn de un gel equivalente visualizando
solo las fosfoproteinas (tincion con Pro-Q Diamond). Las
bandas indicadas fueron extraidas del gel para su analisis.
Las proteinas identificadas se pueden consultar en Garcia
et al., 2006. (B) Similar a (A) pero en vez de tefiir el gel, las
proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF
(western blo), para visualizar las proteinas fosforiladas
en residuos tirosina. B, plaquetas basales; CRP, plaquetas
estimuladas con Collagen-related peptide (10 ug/mL, 90 s);
IB, inmunoblot; IP, inmunoprecipitacion; TP, proteina total.
(Figura publicada originalmente en Proteomics. “Garcia
A, Senis Y A, Antrobus R, Hughes C E, et al. 2006. A global
proteomics approach identifies novel phosphorylated
signaling proteins in GPV-activated platelets: involvement
of G6f, a novel platelet Grb2-binding membrane adapter.
Proteomics 6:5332-5343”". Copyright Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA. Reproducida con permiso).

Recientemente continuamos con la linea de
investigacion antes mencionada gracias a una co-
laboracion entre las Universidades de Santiago de
Compostela, Oxford y Birmingham. En la actualidad
estamos analizando el proteoma de plaquetas adheri-
das a fibrindgeno (via de sefializacion de la integrina
allbB3), trabajando con plaquetas procedentes de in-
dividuos sanos y con enfermedades cardiovasculares
(Senis y Garcia, resultados no publicados).

I11. Conclusiones y perspectivas futuras

Esta revision ha puesto de manifiesto como en
los Gltimos afos la protedmica ha contribuido a un
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mejor conocimiento sobre la biologia de las pla-
guetas, especialmente en lo que se refiere a analisis
diferenciales que han permitido estudiar vias de se-
fializacion intracelular o las proteinas liberadas por
las plaquetas tras su activacion. Por supuesto ello
no habria sido posible sin los grandes avances que
en los ultimos afios se han llevado a cabo con la se-
cuenciacion del genoma humano y el desarrollo de
la protedmica basada en la espectrometria de masas.
Es previsible que en el futuro dichos avances conti-
nlen y que disminuyan los trabajos centrados en un
mapeo general del proteoma y aumenten aquellos
maés especificos que hagan uso de la protedmica,
combinada con métodos clasicos de bioquimica y
biologia molecular, para estudiar procesos biolé-
gicos concretos relevantes para las plaquetas. Asi
mismo, es esperable que la proteébmica de plaguetas
pueda ser aplicada de forma eficiente a la investiga-
cion traslacional. Ello so6lo sera posible si investiga-
cién clinica y basica caminan de la mano para poder
llevar a cabo estudios coherentes, reproducibles y
que ofrezcan resultados relevantes desde un punto
de vista biomédico.

En resumen, estamos ante un futuro prometedor
para la protedmica aplicada a la investigacion sobre
plaquetas, y cardiovascular en general. Los avances
recientes en este joven campo de investigacion, y los
que tendran lugar en un futuro proximo, permitiran
aumentar nuestro conocimiento sobre los mecanis-
mos de activacién plaguetaria e identificar nuevos
biomarcadores y objetivos terapéuticos que mejoren
el diagnostico y tratamiento de las enfermedades
tromboticas y cardiovasculares.
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