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La finalidad de este trabajo es la busqueda de biomarcadores de
artrosis (OA) en suero humano mediante una novedosa deplecién quimica
secuencial combinada con electroforesis diferencial en gel (2D-DIGE).

Las muestras de suero se obtuvieron de 20 pacientes artrésicos (OA) y
20 controles, que se combinaron en 4 grupos de 10 muestras cada uno. A
continuacién, las muestras se sometieron a una deplecion quimica
secuencial compuesta por dos precipitaciones, la primera con ditiotreitol
(DTT) y después con acetonitrilo (ACN), con el fin de reducir el gran rango
dinamico de las proteinas en el suero. Finalmente, la comparacion entre
sueros artrosicos y controles se realizé mediante una estrategia basada en
2D-DIGE, empleando el software SameSpots para el analisis cuantitativo
de las imagenes. Las manchas diferenciales fueron identificadas mediante
digestion enzimatica en gel acelerada por ultrasonidos y posterior analisis
de los péptidos por espectrometria de masas tipo MALDI-TOF/TOF,
empleando Mascot y SwissProt como base de datos.

Se detectaron 210 manchas en las imagenes de los geles, de las que
42 resultaron moduladas significativamente en muestras OA frente a
controles (29 aumentadas y 17 disminuidas). Entre ellas, verificamos
mediante western blot la disminucién en OA de una forma de la proteina
amiloide de suero A (SAA), cuyo papel en la artrosis ha sido poco
estudiado. También se identificaron dos manchas correspondientes a las
dos cadenas de la haptoglobina (HPT) que presentan, curiosamente,
comportamientos opuestos: la cadena pesada se encontré aumentada,
mientras que la cadena ligera se encontré disminuida en sueros OA frente
a controles. Esta modulacién también fue confirmada mediante western
blot.

Como conclusion, hemos propuesto una lista de candidatos como
biomarcadores artrésicos en suero, y demostramos la utilidad de la
deplecion secuencial en estrategias de busqueda de biomarcadores.
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